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Ein Beitrag zur Chemie der Faulnis. 
Von 
D. Ackermann. 


(Der Redaktion zugegangen am 1. November 1907. 


Wenn wir uns von dem grofen Kreislauf der Materie ein 
Bild zu machen suchen, so weisen wir dem Pilanzenreich und 
dem Tierreich zwei ganz verschiedene Rollen zu. Wahrend 
die chlorophyllfthrenden Pflanzen aus Kohlensiiure und einfachen 
Salzen der anorganischen Natur die hOchst zusammengesetzten 
chemischen Verbindungen, die wir tiberhaupt kennen, wie Protein- 
stoffe, Fette, Kohlehydrate, Pflanzenalkaloide und andere, auf- 
bauen, ist es eine Aufgabe der Tierwelt, diese komplizierten 
Kérper in einfache zu zerlegen, welche dann alsbald den Pflanzen 
wieder zur Nahrung dienen koénnen. 

Hierbet nun itibersehen wir meist die tiberaus wichtige 
Tatigkeit der Bakterien, die dem groben Reiche der Protozoen 
angehoren und zwischen Tier und Pflanze stehen. Die Bak- 
terien sind einerseits mit dem Vermogen ausgestattet, sofern 
ihnen nur ein Element, namlich der Kohlenstoff, in orga- 
nischer Form geboten wird, aus anorganischen Verbindungen 
die Synthese kompliziert gebauter, organischer KoOrper aus- 
zufiihren. Andrerseits lost ihr Lebensprozeb auch analytische 
Vorgiinge aus. Proteinstoffe und andere Substanzen mit grobem 
Molekiil werden durch sie zerlegt und die Produkte der Spaltung 
nimlich Kohlensdéure und Ammoniak stehen den Pflanzen zur 
Verfiigung. Diese abbauende Tiitigkeit der Bakterien ist’ ein 
unentbehrlicher Faktor im Haushalte der Natur, denn wie sollten 
die Leiber abgestorbener Pflanzen wieder derart verwandelt 
werden kénnen, dali neue Pflanzengeschlechter daraus ihre 
Nahrung zu nehmen vermochten, wenn es keine Bakterien giibe. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. l 
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Die Tierwelt allein vermag diese Aufgabe der Uberfiihrung 
komplizierter Verbindungen in einfache nur in einem beschei- 
denen MaSe zu erfiillen, einmal schon, weil die Menge der 
Tiere verschwindend ist im Vergleich zu der der Pflanzen, ab- 
gesehen davon aber wiirde dem Kreislauf des Stoffes allmihlich 
immer mehr Material entzogen werden und zwar in Gestalt 
der Tierleiber, da ja ohne Bakterienwirkung eine endgiiltige Zer- 
setzung auch der tierischen Substanz nicht zu denken ist. ') 

So sehen wir denn, daf fiir den ProzefB der Verwandlung 
komplizierter Verbindungen in einfache nicht die Tiere, sondern 
die Bakterien das Wesentlichste sind. 

Die aufberordentliche Wichtigkeit der durch Bakterien aus- 
gelosten Fiiulnisvorgiinge ist aber doch schon frihzeitig erkannt 
worden, und eine Reihe ausgezeichneter Forscher hat sich mit 
diesem so umfassenden Gebiet beschiftigt. Ich nenne hier nur von 
iilteren Autoren die Namen Schwann, Schréder, von Dusch 
und Pasteur als Begriinder der vitalistischen Auffassung des 
Fiiulnisvorganges und von den Gegnern dieser Theorie Liebig, 
Hoppe-Seyler und Billroth. Trotz vieler und angestrengter 
Bemiihungen sind indessen unsere Kenntnisse tiber die sich 
dabei abspielenden chemischen Prozesse nicht allzu sehr gefordert 
worden. Namentlich sind wir zur Zeit noch tber die inter- 
mediiren Stoffwechselprodukte, die sich im Laufe der Faulnis 
bilden, nur wenig unterrichtet. 

Der Grund hierfiir wird dem, der sich mit derartigen 
Untersuchungen beschiiftigt, bald klar. Normalerweise spielt 
sich ja die Fiiulnis auf tierischen oder pflanzlichen Geweben 
und Organen, in denen das Leben erloschen ist, ab; auf Ge- 
bilden, welche der Hauptsache nach aus Eiweibstoffen, Fetten, 
und Kohlehydraten bestehen, also aus Substanzen mit riesigem 
Molekiil, die bei ihrer Auflésung in zahlreiche Bruchstiicke zer- 
fallen miissen. Sucht man nun nach den intermediiren Spal- 


') Auf die Frage, ob tierisches Leben ohne Bakterien tberhaupt 
méglich ist, will ich hier nicht niher eingehen. Siehe hierzu Thier- 
felder u. Nuttall, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 109; Bd. XXII, S. 62; 
Bd. XXII, S. 231, und ferner M. Schottelius, Archiv fiir Hygiene, 


Bd. XLII, S. 48. 
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tungsprodukten, die sich im Laufe der Fiiulnis gebildet haben, 
so steht man zuniichst einer schier unentwirrbaren Masse der- 
artiger Kérper gegentiber, die gegenseitig ihre lsolierung hindern. 
Nun k6Onnen aber auch die Arten der Bakterien, die sich auf 
dem Nahrsubstrate ansiedeln, je nach den Umstanden auber- 
ordentlich versehieden sein und den Zerfall in sehr mannig- 
faltiger Weise bewirken. Verwendet man daher andere Faulnis- 
erreger, oder verandert man auch nur die auberen Bedingungen, 
etwa durch Erhédhung der Temperatur oder dadurch, dab ftir 
regeren Luftzutritt gesorgt wird, dann verschieben sich sofort 
kaleidoskopartig die intermediiren Spaltungsprodukte, oder ver- 
schwinden tiberhaupt ganz. So kommt es, dali Methoden, die 
sich einmal bei der Aufteilung derartiger Gemische vortrefflich 
bewiéhrt hatten, nach Wiederholung des Versuches unter etwas 
verinderten Bedingungen oft giinzlich zu versagen scheinen. 

Neben den verschiedensten wechselnden Produkten der 
Spaltung treten nun auch solche Korper auf, die einer Synthese 
von seiten der Bakterien ihren Ursprung verdanken. Sie ver- 
wirren das Bild natiirlich noch mehr. 

Trotzdem missen die so auberordentlich komplizierten 
Fiiulnisvorgiinge doch bestimmten, stets wiederkehrenden Ge- 
setzmibigkeiten folgen, wenigstens weist die grobe Regelmiibig- 
keit, mit der einige gut charakterisierte chemische Kérper immer 
wieder auftreten, darauf hin. Eine gewisse Aufklirung tiber 
diese Verhaltnisse verdanken wir den _ gliinzenden Arbeiten 
Briegers. Aus denselben erfahren wir, daf} unter den Fiiulnis- 
produkten besonders zwei organische Basen, das Pentamethylen- 
diamin und das Tetramethylendiamin sich fast stets finden, zwei 
Kérper, von denen wir durch die Untersuchungen Ellingers') 
jetzt auch die nihere Herkunft kennen. 

Diesen stéandig auftretenden Fiiulnisbasen hoffe ich nun 
durch die vorliegende Arbeit einige weitere hinzufiigen zu kOnnen. 

Als Ausgangsmaterial fiir meine Untersuchungen diente 
mir faulendes Pankreasgewebe. Auf das daraus gewonnene 
Gemisch der wasserléslichen Fiiulnisprodukte wandte ich ein 
Verfahren an, das sich in letzter Zeit zur Aufteilung der so sehr 


1) A. Ellinger, Diese Zeitschnft, Bd. XXIX, 5. 334. 
1* 
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zusammengesetzten tierischen Organextrakte recht brauchbar 
gezeigt hat. 

Das Wesen dieser Methode besteht in der successiven 
Anwendung einer groben Menge von Fiillungsmitteln, die einer- 
seits zur Bildung zahlreicher Fraktionen fiihrt, andrerseits noch 
den Vorteil bietet, dab dureh die nachfolgende Beseitigung 
mancher dieser Reagentien (z. B. des Silbernitrates und des 
Quecksilberchlorides) schmierige Substanzen entlernt werden, 
die der Reindarstellung krystallisierbarer Korper oft sehr hin- 
derlich sein koOnnen. Als Hauptreinigungsmittel wird, und zwar 
gleich zu Anfang der Verarbeitung, Gerbsiiure verwendet. Sie 
beseitigt vor allem die Eiweibkorper. 

Zuerst ist die Methode von Kutscher, der mit Steudel 
zusammen auf die in Vergessenheit geratene giinstige Wirkung 
des Tannins bei solechen Arbeiten hinwies, angegeben und mit 
gutem Erfolg bei der Untersuchung des Fleischextraktes und 
auch des Harnes angewendet worden. Auf seine Anregung 
wurde das oben besproechene Thema nach diesem Verfahren 
bearbeitet und das Resultat war die Auffindung dreier neuer 
Fiiulnisbasen, die als Mareitin, Putrin und Putridin bezeichnet 
werden mogen. Von den beiden ersten konnten die empiri- 
schen Formeln festgestellt werden, wiihrend beim Putridin die 
Analysenwerte derartig zwischen zwei Formeln schwankten, 
dal} die Entscheidung, welche davon die richtige sei, sich bis 
jetzt noch nicht féillen heb. 

So hat sich also dieses Verfahren auch in unserem Falle 
ausgezeichnet bewiihrt und wird, wie zu vermuten ist, noch 
weitere Friichte tragen, da eine Reihe anderer Fraktionen ge- 
wonnen wurde, die wegen Mangels an Zeit beiseite gestellt 
werden mubten und einstweilen keine Berticksichtigung fanden. 
Der Fortsehritt, den der neue Weg zur Auffindung von Fiaul- 
nisbasen bietet, tritt vielleicht am deutlichsten vor Augen, wenn 
wir uns einmal vergegenwirtigen, wie man denn friiher ver- 
fahren ist, um derartige Kérper zu gewinnen. 

Der Gedanke, in Leichenteilen nach basischen Produkten 
zu suchen, entstammt urspriinglich rein praktischen Bediirf- 
nissen. Die Gerichtsiirzte, Pharmakologen und Apotheker kamen 
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gelegentlich in die Lage, menschliche Organe, die man ihnen 
wegen des Verdachles einer Vergiftung zustellte, auf das Vor- 
handensein von Pflanzenalkaloiden, wie Morphin, Contin, Atro- 
pin und anderen Basen, zu untersuchen. Hierzu bediente man 
sich derselben Methoden, die zur Gewinnung der betreffenden 
Kérper aus ihren Drogen allgemein tiblich waren, und konnte 
auch oft die fragliche Substanz wenigstens qualitativ nach- 
weisen. Indessen stellle es sich gelegentlich heraus, dal die 
fiir Pflanzengifte charakteristischen Reaktionen positiv austfielen 
auch in solchen Fiéllen, wo von einer Vergiftung keine Rede 
sein konnte. Das mute natiirlich sehr stutzig machen und zu 
auberordentlicher Vorsicht bet Abgabe des Sachverstiindigen- 
urteils mahnen. Ich gebe im folgenden emige derartige Befunde. 

Im Jahre 1869 gelang es Zuelzer und Sonnenschein, !) 
aus Fleischaufgiissen, die sie 5—6 Wochen bei einer Tempe- 
ratur von 25° C. hatten faulen lassen, sowie aus macerierten 
Leichen in sehr veringen Quantititen eine die Alkaloidreaktionen 
gebende Substanz zu isolieren, die in ihrem physiologischem Ver- 
halten dem Atropin dhnolich war, nimlich zu Lihmungen der 
Darmmuskulatur, Steigerung der Pulsfrequenz und Erweiterung 
der Pupillen fiihrte. 

Ferner beschrieben Bence Jones und Dupré?) eine 
nicht krystallisierende Substanz, welche sie durch Ausschiitteln 
mit Ather aus alkalisch gemachten faulen Leichenteilen. er- 
halten konnten; die schwefelsaure L6sung derselben hatte die 
dem Chinin eigentiimliche blaue Fluorescenz, weswegen man 
den Korper animalisches Chinoidin nannte. 

Kin Alkaloid konnte auch Schwanert*) mit der Stas- 
Ottoschen Methode aus den gefaulten Organen eines plétzlich 
gestorbenen Knaben gewinnen, eine Substanz, die wegen ihrer 
groben Fliichtigkeit, sowie wegen des eigentiimlichen Geruches 
weder Coniin noch Nicotin sein konnte. Schwanert. ver- 


') Zitiert nach Brieger, Uber Ptomaine I, S. 6, Berlin 1885, A. 
Hirschwald. 

*) Zeitschrift f. Chemie u. Pharmazie, 1866, S. 348, und Ber. d. 
Deutschen chem. Ges., Bd. VII, S. 1491, 1874. 

*) Ber. d. Deutschen chem. Ges., Bd. VII, S. 1332, 1874. 
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mutete, daBb die betreffende Base in den Organen selbst im 
Laufe der Fiiulnis entstanden sei, und tiberzeugte sich von der 
Richtigkeit dieser Annahme, als er zum Vergleich nicht ver- 
dichtige Organe, die in voller Fiéulnis begriffen waren, heran- 
zog, denn auch hieraus gelang es ihm, den in Frage stehenden 
Korper als sehr fliichtige, 6lige, stark basisch reagierende Fliis- 
sigkeit zu isolieren. Das Chlorid bildete zerflieBliche Krystalle. 
Ks handelte sich wahrscheinlich um Propylamin. 

Auch auf coniinartige Substanzen stief} man bei der Un- 
tersuchung von Leichenteilen mehrmals und suchte sie durch 
die Bezeichnung Leichenconiin als Produkte der Féaulnis 
tierischer Organe hinzustellen. — Einen gewissen Namen hat 
sich auf diesem Gebiet spiiter noch der Italiener Selmi ge- 
macht, der die Bezeichnung Cadaveralkaloide oder Ptomaine 
einfiiirte und mit dem Stas-Ottoschen Verfahren systematisch 
sowohl frische wie gefaulte Leichenteile untersuchte, wobei er 
Substanzen isolieren konnte, die mit Coniin, Atropin, Morphin 
und Delphinin eine groBe Abnlichkeit hatten. Auch die Dar- 
stellung eines krystallinischen Korpers ist ihm einmal gelungen, 
zur Aufstellung von Formeln gelangte er indessen niemals. 

Auf die zahlreichen, auf diesem Gebiete noch sonst pu- 
blizierten Arbeiten kann natiirlich hier nicht eingegangen wer- 
den; ich habe nur einige Beispiele herausgegriffen, um den 
Stand der Leichenalkaloidforschung im  vorigen Jahrhundert 
bis zum Eingreifen Briegers kurz zu skizzieren. 

Durch Untersuchungen, wie die eben angefiihrten, wurde 
das Interesse an den tierischen Giften natiirlich sehr angeregt 
und es steigerte sich dies noch bedeutend, als man mit dem 
Aufbliihen der Bakteriologie in dem Fiéulnisvorgang eine Lebens- 
erscheinung kennen lernte, die auf Wachstum und Fortpflanzung 
mikroskopischer Organismen sich griindete. Es wurde mit dem 
Erwerb dieser Kenntnisse allmahlich klar, warum die gelegent- 
lich in Leichenteilen nachweisbaren Giftstoffe fast immer nur 
dann aufgefunden wurden, wenn das Untersuchungsmaterial 
schon in Fiiulnis ibergegangen war, warum sie aber in ganz 
frischen Organen meistens fehlten: Die Giftstoffe muBten offen- 
bar durch die Bakterien gebildet werden. 
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Auffallig ist nun, daf fast jeder, der an die Auffindung 
von giftigen Stoffen in Organen heranging, die stille Voraus- 
setzung machte, es miibten dies basische Stoffe sein, die mit 
den bekannten Pflanzenalkaloiden zum mindesten eine grobe 
Ahnlichkeit hiitten. Der Grund fiir diese doch immerhin merk- 
wiirdige Einseitigkeit scheint mir historischer Art zu sein. 

Im Jahre 1805 gelang es dem Apotheker Sertiirner, 
aus dem Opium einen krystallinischen Kérper, das Morphin, dar- 
zustellen, das einen Teil der Wirkungen des Opiums besafi und 
basische Eigenschaften hatte. Von diesem Augenblick an wurden 
die Untersuchungen anderer Drogen, die auch vor Sertiirner 
schon betrieben waren, aber nie zu einem so klassischen Re- 
sultat gefiihrt hatten, mit besonderem Eifer von verschiedenen 
Seiten aufgenommen; es folgten jetzt bald die Entdeckungen 
des Narcotins,'!) Veratrins,?) Strychnins,*) Piperins,*) Chinins, *) 
Coffeins®) und vieler anderer: wie man sieht, war, und zwar 
in der kurzen Frist von anderthalb Jahrzehnten, eine Fiille 
neuer teilweise sehr giftiger chemischer Korper aus den ver- 
schiedensten Drogen dargestellt. Alle diese Substanzen waren 
mehr oder weniger giftig, hatten deutlich basische EKigenschaften 
und manche gemeinsame Reaktionen: so biirgerte sich denn all- 
miihlich die Gewohnheit ein, bei einem Gift, wenn es. or- 
ganischer Herkunft war, in erster Linie die Eigenschaften der 
Pflanzenalkaloide vorauszusetzen. 

Diese Autlassung sollte auch fiir die Medizin von Be- 
deutung werden, denn diejenigen Autoren, die in friiheren Zeiten 
chemische Methodik in der Medizin zur Anwendung zu bringen 
suchten, standen in der Mehrzahl der Fille unter dem EinfluS 
der glinzenden Entdeckungen, welche die organische Chemie 
auf botanischem Gebiete gemacht hatte. Sie glaubten nicht 
anders, als daf Gifte, wenn solehe im tierischen Organismus 


') Robiquet 1817. 

*) Meissner 1818. 

*) Pelletier und Caventou 1818. 
4s Oersted I819. 

5) Pelletier u. Caventou 1820. 
*) Runge 1820. 
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sich bildeten, nicht wesentlich verschieden sein kénnten von 
den bekannten Ptlanzenalkaloiden, und wandten deshalb die 
ihnen geliiuligen Methoden zur Gewinnung derselben auf die 
Tierchemie an, in gleicher Weise, wie man es ja gelegentlich 
gerichtlicher Untersuchung mensechlicher Organe auf Pflanzen- 
gifte schon Ofters getan hatte. 

Damit wurde nun allerdings nicht viel mehr erreicht, als 
die Aufhiiufung einer reichlichen Literatur tiber Fille, in denen 
man irgend ein Leichengift schilderte, das bald mehr, bald 
weniger iihnlich den Pflanzenalkaloiden reagierte, gewisse phy- 
siologische Wirkungen besa, aber leider immer nur in Mengen 
eewonnen werden konnte, welche die Fixierung durch eine 
Forme! nicht gestatteten. So durfte denn Guaresechi in seiner 
Einftihrung in das Studium der Alkaloide') sich dahin déubern: 
« Bedauerlicherweise ist die Behauptung gerechtfertigt, dab kaum 
ein anderer Zweig der physiologischen Chemie soviele geradezu 
wertlose Arbeiten hat, als das Gebiet der Ptomainforsechung. 
Abgesehen davon, dal alle diese Arbeiten eine nochmalige, 
volistiindige Durcharbeitung verlangen, sind dieselben noch be- 
sonders dadurch gefiihrlich und verderblich, als dureh sie bei 
Anfiingern der Glaube erweekt wird, dab derartige Unter- 
suchungen ohne besondere Schwierigkeiten ausfiihrbar sind. » 

Von den Methoden, die der Pilanzenchemiker zur Ge- 
winnune der Alkaloide benutzte und auch heute noch anwendet, 
sind die bekanntesten die von Stas-Otto, sowie die Dragen- 
dorffsehe. Beide kénnen nattirlich wesentliche Modifikationen 
erfahren. Ihr Sinn ist der, dafi man durch Schiitteln des vor- 
her auf passende Weise eingeengten wiasserigen Extraktes 
mit Athylalkohol, Ather, Amylalkohol. Chloroform und anderen 
Lisungsmitteln die Basen aus der wiisserigen LOsung abzu- 
trennen versucht. Dabei fubt die Methode von Stas-Otto 
auf der Loslichkeit der Alkaloide als weinsaurer Salze in 
Wasser sowohl wie in Alkohol: weil ferner die neutralen und 
sauren Salze dieser Basen von Ather nicht aufgenommen werden, 


') Guareschi, Einfiihrung in das Studium der Alkaloide, iiber- 
setzt von Kunz-Krause. Berlin 1896. Verlag von R. Gartner, S. 357. 
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so kann man ihnen in diesem Zustande die in Ather leicht- 
loslichen Fette, Harze und andere Verunreinigungen entziehen. 
Ist dies geschehen, so wird die Base durch Alkalien in Freiheit 
gesetzt und wiederum mit Ather geschiittelt, in dem sie dann 
meist loslich ist. 

Das war im wesentlichen das Riistzeug, mit dem man 
sich jahrzehntelang abgemiiht hatte, die Ptomaine zu gewinnen 
— vergeblich offenbar deshalb, weil man nicht einsehen wollte, 
dah eme Technik, die bei pflanzlichen Extrakten sehr erfolg- 
reich ist, doch tierischen Gewebsausztigen gegeniiber versagen 
kann. 

So ist es denn auch charakteristiseh, dal} das erste tlerische 
Alkaloid, welches durch eine empirische Formel als scharf 
charakterisiert bezeichnet werden konnte, niimlich das von 
Nencki!) aus faulem Leim dargestellte Collidin, von diesem 
Autor mit einer Methode gewonnen wurde, die von der bisher 
cetibten, aus der Pflanzenchemie tibernommenen giinzlich abwich. 

Kin wesentlhicher Umschwung in der Erforsechung der 
Ptomaine, wie man seit Selmi die Uerischen Fiiulnisbasen zu 
nennen pflegt, datiert aber erst seit dem Einvreifen Briegers. 
Kr bereicherte uns mit einer Fille neuer chemischer Korper, 
deren Vorhandensein nicht blob durch qualitative, chemische 
feaktionen gemutmalit werden konnte, sondern die er in ana- 
lvsierbaren Mengen isolierte und durch empirische, teilweise 
sogar konstitutionelle Formeln charakterisierte. Brieger, seinem 
Studiengang nach Mediziner und auf dem Gebiete der Tierchemie 
vorgebildet, war nicht so voreingenommen, in den tierischen Or- 
vanen dieselben Alkaloide finden zu wollen, die man von der 
Botanik her kannte. 

Allerdings stand auch er unter dem Ejinflui der Pflanzen- 
chemiker, wandte anfangs noch selbst deren Methoden an und 
emanziplerte sich erst allméhlich, als er sah, dab die Dinge 
bei den von ihm gewihiten Untersuchungsobjekten doch ganz 
anders lagen. Vor allem konstatierte er bald, dal in die L6sungs- 
mittel, die nur die Alkaloide aufnehmen sollten, auch Eiweib- 
korper und andere Verunreinigungen mit tibergingen, welche 


1) Journal f. prakt. Chemie [2], Bd. XXVI, 5. 47, 1882. 
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bei der weiteren Verarbeitung aufSerordentlich hinderlich sind. 
Es ist interessant, zu beobachten, wie er sich im Laufe seiner 
Untersuchungen mehr und mehr bemiiht, diese Verunreinigungen 
los zu werden. Zuerst bedient er sich des altbewiéhrten Blei- 
essigs, aber auch dieser scheint nicht zu genitigen, denn bald 
sieht er sich gezwungen, auf eine sehr merkwiirdige Art, ném- 
lich durch Quecksilberehlorid die letzten Eiweibkorper nieder- 
zuschlagen:; er tiberzeugt sich, dab die damit entstandenen 
Niederschliige der Proteinsubstanzen auch durch heibes Wasser 
nicht gel6st werden, und kann auf diese Weise die Queck- 
silberchloridverbindungen der Basen, die mit gefallen sind, sich 
jedoch in heibem Wasser lésen, leicht abtrennen. 

So gelangt Brieger denn sehlieBlich zu einer Methode, 
die er bel seinen weiteren Untersuchungen mit geringen Modi- 
fikationen beibehilt und die hier kurz geschildert werden mub, 
da sie gewissermaben die Uberleitung von den friiher geiibten 
zu derjenigen bildet, die in der vorliegenden Arbeit zur An- 
wendung gebracht wurde: 

Die!) feinzerhackten Organe werden zuniichst mit schwach 
salzsiiurehaltigem Wasser wenige Minuten lang ausgekocht. Dann 
wird filtriert und das Filtrat zur Sirupdicke eingedampft. Nimmt 
man diesen Sirup mit absolutem Alkohol auf, so kann man 
hierdurch die vorhandenen Eiweifstoffe und viele Salze im 
Riickstand lassen und so beseitigen. Die filtrierte alkoholische 
Losung wird von weiteren, fremden Stoffen durch Zusatz von 
alkoholischer Bleiacetatlbsung gereinigt, welche die Ptomaine 
nicht ausfiillt. Nach Entfernung des Bleis durch Schwefelwasser- 
stolf und wiederholtem Kindampfen und Aufnehmen mit abso- 
lutem Alkohol werden die salzsauren Ptomaine aus alkoho- 
lischer L6sung dureh alkoholisches Sublimat als Quecksilber- 
doppelsalze gefiillt. Der so erhaltene Niederschlag enthalt auBber 
den fraglichen Ptomaindoppelsalzen immer noch andere Stoffe, 
aber letztere sind in heiBem Wasser unldslich und bleiben daher 
beim Auskochen des Niederschlages zuriick. Das Quecksilber- 


!) Zitiert nach Neumeister, Lehrbuch der physiol. Chemie, Jena 


1897, 2. Aufl., S. 273. 
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filtrat wird durch Einleiten von Schwefelwasserstoff von dem 
Metall befreit und nach dem genauen Neutralisieren zur Trockne 
verdampft. 

Nimmt man nunmehr den Riickstand mit absolutem Al- 
kohol auf, so bedarf trotz aller vorausgegangener Operationen 
die L6sung manchmal noch einer endgiiltigen Reinigung durch 
Phosphormolybdiinsiiure. 

Die Trennung der einzelnen Basen von einander geschieht 
durch die Darstellung ihrer Doppelsalze mit Goldchlorid, Platin- 
chlorid, Quecksilberchlorid oder ihrer Pikrinsiiureverbindungen, 
welche meist ziemlich abweichende Lésungsverhiiltnisse be- 
sitzen. — 

Man sieht, auf die verschiedenste Weise hat sich Brieger 
bemuht, die so liistigen EiweibkOrper und schmierigen Verun- 
reinigungen los zu werden. Dies wird mit der in der vor- 
liegenden Arbeit angewendeten Methode auf einfache Weise 
erreicht. Man gibt gleich zu Anfang Gerbsiiure hinzu und zwar 
solange, als noch ein Niederschlag entsteht; damit ist die Losung 
vollstiindig von Eiweiikorpern befreit. 

Es wird eingewendet werden kénnen, dali auf diese Weise 
eine Menge Alkaloide mit niedergeschlagen werde und sich da- 
durch der Untersuchung entziehe, denn bekanntlich ist ja die 
Gerbsaure- ein Alkaloidfillungsmittel. Indessen nimmt man diese 
EKigenschaft wohl gern in Kauf gegeniiber dem Vorteil einer 
eiweibfreien LOsung und, wenn man nur dafiir sorgt, dab die 
Fillung mit Tannin bei saurer Reaktion erfolgt, so ist’ der 
Verlust an Basen ein beschriinkter. Auferdem wird der dureh 
Tannin nicht fiallbare Rest der Aufteilung zugiinglicher, da er 
einfacher geworden ist. 

Des weiteren bedient sich die Methode der Phosphorwolf- 
ramsiiure, die durch EK. Drechsel in der Tierchemie eine so 
erofe Bedeutung gewonnen hat. Sie ist ja bekanntlich ein all- 
gemeines Basenfiillungsmittel, so daf dem durch sie erzeugten 
Niederschlag wohl nur wenige basische Korper entgehen. — 
Brieger scheute sich noch vor der ausgedehnten Anwendung 
eines solchen Reagens, denn er sagt tiber die der Phosphor- 
wolframsiéure nahe stehende Phosphormolybdiinsiure folgen- 





+) 
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des:') «Von den Substanzen, welche mit den Ammoniakdervi- 
vaten schwer- oder unldsliche gepaarte Verbindungen  ein- 
gehen, hitte man am ehesten von der Phosphormolybdinséure 
erspriebliche Dienste erwarten dirfen, da dieses Reagens mit fast 
allen Ammoniakbasen sich zu unléslichen Verbindungen paart. 
Doch ist alsdann die Abscheidung der Basen iiuberst umstiind- 
lich und mit groben Verlusten verkniipft, da die Elimination der 
Phosphormolybdinsiure nur durch Barvt, der ja leicht auf die 
jasen zersetzend einwirkt, bewerkstelligt werden kann. Zudem 
kann durch diese Operation das die Isolierung der organischen 
Basen storende Ammoniak gar nicht entferit werden. » 7) 

Demveventiber ist zu bemerken, daf, wenn man die Zer- 
setzung des Phosphorwolfram- oder Phosphormolybdiansiiure- 
niederschlages nur mit kalter Barythbsung vornimmt, wie die 
Erfahrung gelehrt hat. eine ZerstGrung der Basen kaum zu 
frchten ist. Was ferner die ja nicht geringen Ammoniakmengen, 
welche im Laufe der Féulnis entstehen, betrifft, so wird man 
diese durch Abdampfen der mit Kohlensiiure vom tberschiissigen 
Baryt befreiten Basenl6sung los. Sollte noch etwas Ammoniak 
zuriiekbleiben, oder sich im Laufe weilerer Operationen bilden, 
so ist dasselbe sehr bequem durch Piatinchlorid zu beseitigen. 

Kin Reagens, das, wie oben erwiihnt, schon Brieger von 
grobem Nutzen war, niimlich das Quecksilberchlorid, wird gleich- 
falls bei diesem Kutscherschen Verfahren verwandt. Nur wird 
noch die Gewinnung einer neuen Fraktion dadurch ermoglicht, 
dab man zu dem Filtrate der Quecksilberfillung Natriumacetat 
gibt. Auf diese Weise erhilt man einen weiteren Niederschlag, 
der natiirlich andere Kérper enthiilt, als die einfache Quecksilber- 
chloridfiillung. Gute Dienste leistet ferner das Cadmiumchlorid, 
wie die beiden eben erwiihnten Reagentien, in alkoholischer 
Losung verwandt. Auch die von Brieger bereits benutzte 
Pikrinsiiure findet Anwendung, sowie das Silber-Baryt-Verfahren, 
das von Kossel und Kutscher urspriinglich blob fiir die Auf- 
teilung hydrolytisch gespaltener Eiweibkorper gedacht war. 

') Brieger, l. ¢c., Bd. Il, S. 53. 

*?) Gelegentlich bringt iibrigens Brieger (1. ¢., Bd. Ill, S. 21) die 
Phosphormolybdinsiure doch zur Anwendung, aber nur zwecks Abtren- 


nung kleiner Fraktionen. 
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In welcher Weise sich der Gang der Methode danach im 
einzelnen gestaltet, werde ich im folgenden zeigen, indem ich 
zur Schilderung der Versuche tibergehe. 


Experimenteller Teil. 


22 kg Rinderpankreas wurden grob vom Fett befreit, in 
einer Fleischhackemaschine zerkleinert, und mit 44 1 Wasser 
verriihrt, in einer grofien Holztonne an der Luft faulen gelassen. 
Von Zeit zu Zeit wurde das Ganze griindlich umgeriihrt. Nach 
2 Monaten, am 20). September 1906, begann ich mit der Ver- 
arbeitung, die in ihren ersten Teilen rasch vorgenommen werden 
mubte, da der in der Tat sehr intensive Geruch der fliichtigen 
Féiulnisprodukte bereits zu Beschwerden von seiten der Bewohner 
der benachbarten Straben fthrte. 

Das ganze Gemenge wurde zundchst durch ein. weit- 
maschiges Sieb gegossen, auf dem die nicht in Losung ge- 
gangenen Gewebsfetzen zurtickblieben. Diese wurden mit Wasser 
einmal aufgekocht, worauf ich das so erhaltene wiisserige 
Extrakt mit der Hauptfliissigkeitsmenge vereinigte und das Ganze 
auf etwa die Hiilfte seines Volumens, also auf ca. 25 | einengte. 
Jetzt gab ich nach dem Ansiéuern mit Phosphorsiiure solange 
konzentrierte wiisserige Gerbsiiurel6sung hinzu. als noch = ein 
Niederschlag entstand, lief langere Zeit stehen und konnte schlieb- 
lich von der michtigen Fillung, die auber andern Eiweibkérpern 
vor allem grobe Mengen von Leim festhielt, bequem abfiltrieren. 

Das Filtrat wurde jetzt solange zuerst mit heibgesiittigter, 
spiter mit Kalter konzentrierter Barythydratl6sung versetzt, bis 
der sich beim Umriihren des Gemisches bildende mibfarbene 
Schaum einen roten Farbenton annahm: es ist dies erfahrungs- 
gemif} ein Zeichen, dafi die Fliissigkeit einen Uberschu’B von 
Barythydrat enthilt, somit samtliches Tanuin in Barvumtannat 
libergeftihrt ist. Ohne den Niederschlag absitzen zu lassen, 
wurde das Ganze auf den von A. Kossel angegebenen Filtrier- 
apparat gegeben und scharf abgesaugt; die Kosselsche Nutsche! 
ist fiir diese Arbeiten unumgiinglich nétig. Den Barvumtannat- 


') Sie ist vom Mechaniker des Marburger physiologischen Instituts, 
Herrn M. Rinck, zu beziehen. 
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niederschlag wusch ich noch dreimal gut nach, vereinigte die 
Waschwiisser mit dem Hauptfiltrat und versetzte das Ganze mit 
Schwefelsiiure bis zur deutlich sauren Reaktion. Nachdem so 
der gesamte noch in Losung befindliche Baryt niedergeschlagen 
war, wurde die iiberschiissige Schwefelsiure durch Zugabe von 
Bleioxyd abgestumpft. Das Bleioxyd nahm auberdem die Reste 
des Tannins und andere Verunreinigungen mit. Darauf beseitigte 
ich den Baryumsulfat- und Bleiniederschlag durch Filtrieren und 
konnte nun die Fliissigkeit einengen, ohne eine Zersetzung oder 
Oxydation befiirchten zu miissen, denn die Reaktion war eine 
gegen Lackmus nur schwach saure. 

Als das Volumen auf ca. 11 geschwunden war, gab ich 
100 cem konzentrierte Schwefelsiure zu und féillte mit Phos- 
phorwolframsiiure, von welchem Fallungsmittel ich ca. 4 kg 
brauchte. Die so erhaltene Fiillung filtrierte ich ab, wusch sie 
grindlich mit 5°/oiger Sechwefelsiiture aus und machte aus ihr 
durch Verreiben mit Barythydrat die niedergeschlagenen Fiéul- 
nisbasen frei. Das Filtrat des phosphorwolframsauren Baryts, 
dem durch mehrfaches Auskochen der letzte ihm noch anhaf- 
tende Rest von Basen entzogen war, wurde nach Vereinigung 
mit den hierbei erhaltenen Waschwiassern durch Kohlensiure 
vom iiberschiissigen Baryt befreit, und bei schwach salpeter- 
saurer Reaktion mit Silbernitrat zur Beseitigung des Chlors und 
der Purinbasen gefiillt. 

Jetzt gab ich zwecks Ausscheidung von Kérpern, die vor- 
liiufig nicht weiter untersucht werden sollten, unter Anwendung 
der Silber-Barytmethode zu dem Filtrate des Chlorsilbers und 
des Purinbasensilbers noch solange Silbernitrat hinzu, bis eine 
Probe der Lésung mit Barythydrat einen braunen Niederschlag 
gab. Sobald dies der Fall war, wurde das ganze mit Baryt- 
losung gefiillt, der braune Niederschlag!) abfiltriert, und das 
Filtrat weiter in Arbeit genommen. 


') Entspricht Fallung 1 und 2 in der vorliufigen Mitteilung von 
D. Ackermann und P. Mey, Zentralblatt fiir Bakteriologie, Parasiten- 
kunde und Infektionskrankheiten, Bd. XLII, S. 630, 1906. Gelegentlich 
der damaligen Arbeit ist der Silberniederschlag néiher untersucht worden 
Die Fallung wurde bei schwefelsaurer 


und zwar auf folgende Weise. 
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Dieses siiuerte ich jetzt stark mit Salzsaure und Schwefel- 
siiure an, wodurch das tibersehtissige Silber als Chlorsilber, der 
noch in Loésung befindliche Baryt als Baryumsulfat abgeschieden 
wurde, filtrierte und fallte nun abermals mit Phosphorwolfram- 
siiure. Jetzt erhielt ich einen schonen, weifen, feinkornigen 
Niederschlag, der durch Auswaschen mit 5°/oiger Schwefelsiure 
von der ihm anhaftenden Salpetersiure befreit und sodann in der 
oben beschriebenen Weise auf die freien Basen verarbeitet wurde. 

Die Losung dieser Basen dampfte ich zum dicken Sirup 
ein und fillte sie mit kaltgesiéttigter alkoholischer Pikrinsiure- 


Reaktion mit Schwefelwasserstoff vom Silber befreit, in das Filtrat 
vom Schwefelsilber Baryt gegeben, solange noch ein Niederschlag er- 
folgte, und nun der iiberschiissige Barvt durch Kohlensaéure beseitigt. 
Das jetzt erhaltene Filtrat enthielt die freien Basen und wurde unter 
nochmaliger Anwendung des Silberbarvtverfahrens in zwei Fraktionen 
geteilt. Zu diesem Zwecke gaben wir 20° oige SilbernitratlOsung hinzu, 
bis eine Probe der Fliissigkeit durch Braunfairbung mit Barythydrat an- 
zelgte, daf§ geniigend Silber vorhanden sei, um alle Basen in ihre Silber- 
verbindungen wtberzufiibren. Jetzt wurde vorsichtig kalte Barythydrat- 
losung zugesetzt, solange als ein Tropfen der Fliissigkeit noch eine Fallung 
mit ammoniakalischer Silberlésung erzeugte. Als dies nicht mehr der 
Fall war, filtrierten wir ab, reinigten diese Fallung | durch nochmaliges 
Umfallen mit Silbernitrat und Ammoniak und erhielten schlieflich einen 
alkalisch reagierenden Sirup von freien Basen. Diesen versetzten wir 
mit wasserrger Pikrinsiiure, worauf sich ein braunes 0] abschied, das 
erst nach Wochen zu Nadeln erstarrte. Nach einmaligem Umkrystallisieren 
traten die Krystalle sofort auf und wurden analvysiert. Das Material reichte 
leider nur zu einer Stickstoff- und einer Kohlenstoffwasserstoff bestimmung 
aus. Die gefundenen Werte decken sich ziemlich mit denen einer Base 
C,H.N,0. 

0.1076 g Substanz gaben 21,0 ccm N bei B. = 


also ist N = 22.4%. 


742 mm und T. = 17°. 


0.1126 g Substanz gaben 01395 g CO, und 0.0304 g H,O, also ist 
C = 33,6°%o und H = 3,0°%o. 


Gefunden : Berechnet fur C,H,N,O - C,H,N,O- 
N: 22,4 ° 0 22,1 °/o 
C: 33,6 °/o 34,0" o 
H: 3,0% 35%, 


Der Schmelzpunkt des Salzes liegt unter 100° und ist sehr un- 
scharf. Auch bei der oben geschilderten Arbeit habe ich diesen Kérper 
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losung. Nachdem durch weitere Zugabe dieses Fallungsmittels 
kein Niederschlag mehr zu erzeugen war. filtrierte ich ab. 
wusch mit Alkohol nach und wandte mich zur Untersuchung 
der auf dem Filter bleibenden Pikrate. ') 

Dieselbe brachte nichts neues, denn bisher habe ich in 
diesem Niederschlag nur die beiden bekannten Faulnisbasen 
Pentamethylendiamin und Tetramethylendiamin finden ké6nnen. 
Um sie zu isolieren, wurde die Pikrinsiiurefillung in Wasser 
gelOst, mit Salzsiiure stark angesiiuert und nun solange mit 
A\ther geschiittelt, als dieser noch Pikrinsiiure aufnahm, dann 
wurde die wiisserige, salzsaure BasenlOsung nach Verdunsten 
des Athers zum dicken Sirup eingeengt und durch Ofters wieder- 
holtes Eindampfen mit absolutem Alkohol méglichst vom Wasser 
befreit. Durch mehrmaliges Aufnehmen mit Alkohol lieb sich 
jetzt das Gemenge der salzsauren Basen in einen in Alkohol 
loslichen und einen darin unl6slichen Teil sondern. 

Der in Athylalkohol unlisliche Teil wurde durch Auf- 
nehmen mit Methylalkohol von dem in diesem Reagens schwer- 
loshichen Kaliumehlorid befreit und nun durch Zusatz von wisse- 
riger Natriumpikratlbsung zur wiisserigen Losung des Chlorids 
das Pikrat dargestellt. Dieses gab nach einmaligem Umkrvstalli- 


als Olig sich abscheidendes Pikrat erhalten konnen, ihn aber aus Mangel 
an Zeit noch nicht analysiert. 

Die zweite Silberfiillung,. die man erhilt, wenn man das Filtrat 
der ersten mit Barythydrat versetzt, solange noch ein Niederschlag er- 
folgt, ist diesmal gleichfalls noch nicht niiher untersucht, doch lief sich 
friher (D. Ackermann und P. Mey, |. ¢. Seite 630) nachweisen, dah 
sie Tetramethylendiamin enthiilt. Um es zu isolieren, setzt man aus 
dieser Fiillung die darin enthaltenen Basen durch Schwefelwasserstoff in 
Freiheit, beseitigt die Schwefelsiiure durch Baryt, den ttberschiissigen Baryt 
durch Kohlensiiure und versetzt nach dem Eindampfen zum diinnen Syrup 
mit Salzsiure. Jetzt wird 30°/oige Goldchloridlésung zugegeben, worauf 
sich ein OL abscheidet. Dieses lift sich in ein schwer und ein leichter 
lisliches Goldsalz trennen. Das letztere ist Tetramethylendiaminaurat. 

0,2082.¢ Substanz bei 100° getrocknet gaben 0.1063 g Au. 

Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,2(H - AuCl,): 
51,1° 0 Au. 51,3°% 0 Au. 


'‘) Entspricht Fallung III in der oben zitierten Arbeit. 
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sieren einen Stickstoffwert, der mit dem fiir Tetramethylendiamin- 
pikrat berechneten Ubereinstimmte. 

Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,2(C,H,N,O,): 

1. 20,5°%o N 20,6 °/o N 

2. 20,6°%o N 

Der Zersetzungspunkt von 250° entsprach gleichfalls dem 
des Tetramethylendiaminpikrates. Somit bestanden die in Alkohol 
schwerloslichen Chloride dieser Fraktion aus Kaliumchlorid und 
Tetramethylendiaminchlorid. 

Das Filtrat hiervon, also die in Alkohol als Chloride leicht 
léslichen Basen, fillte ich jetzt mit 30°/oiger alkoholischer Platin- 
chloridlésung, krystallisierte die Fallung um und konnte aus der 
Bestimmung des Platinwertes, der auch nach erneutem Um- 
krystallisieren derselbe blieb, sowie ferner aus dem Zersetzungs- 
punkt erweisen, dafi es sich um Pentamethylendiaminplatinat 
handelte. 


Gefunden : Berechnet fiir C,H,,N, - H,PtCl,: 
3. 38,1 %/o Pt 38,1°/o Pt 


4. 38,0°/o Pt 

Der Zersetzungspunkt betrug 215° und stimmte mit dem 
verlangten tberein. 

Wesentlich interessanter gestaltete sich nun die Unter- 
suchung des mit Pikrinséure in alkoholischer L6sung nicht fall- 
baren Teiles. Derselbe wurde, nach Beseitigung des Alkohols 
durch Abdampfen, mit Ather bei stark salzsaurer Reaktion von 
der Pikrinsiure befreit, worauf die zuriickbleibenden Chloride 
eingeengt und durch mehrmaliges Abdampfen mit absolutem 
Alkohol wasserfrei gemacht und mit kaltgesiittigter alkoholischer 
QuecksilberchloridlOsung gefallt wurden. Nachdem das ganze 
einen Tag gestanden hatte, filtrierte ich die Fallung!) ab, wusch 
mit alkoholischer Sublimatlésung nach und zersetzte den Nieder- 
schlag nach vorherigem Lésen in Wasser durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff. Die auf diese Weise in Freiheit gesetzten 
Chloride trennte ich durch Filtrieren vom Schwefelquecksilber, 
dampfte zur Trockne ab und gab absoluten Alkohol hinzu, 
worauf sich 10,5 g schoner weifer Krystalle abschieden, die 


') Entspricht Fallung IV in der oben zitierten Arbeit. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 2 
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sich mit absolutem Alkohol ohne allzugrofe Verluste waschen 
lieben und an der Luft zerflieBlich waren. Dieselben verwandelte 
ich, um die zugrunde liegende Base bequem identifizieren zu 
kOnnen, in die Platinverbindung und war nicht wenig iiber- 
rascht, als ich bei der Analyse lauter dem Pentamethylen- 
diaminplatinat zukommende Werte fand. 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N, - H,PtCl,: 
5. 380°%o Pt 38,1 °/o Pt 

6. 382% Pt 

a jil,5° »C 11,7°o C 

"| 34% H 3,2°%o H 


Da man das Pentamethylendiaminchlorid stets als in Alkoho! 
leicht léslich bezeichnet, eine Eigenschaft, deren man sich Ja 
bedient,!) um diesen Kérper von dem in Alkohol schwerléslichen 
Chloride des Tetramethylendiamins zu trennen, und da ferner 
das Pentamethylendiaminchlorid in der Literatur ausdriicklich 
als nicht zerflieblich?) bezeichnet wird, muBte ich mir die Frage 
vorlegen, ob der von mir in so erheblicher Menge gefundene 
Korper nicht vielleicht ein Isomeres des Pentamethylendiamins, 
etwa das von Brieger entdeckte Neuridin sei. 

Um dies festzustellen, habe ich 6 g des in Frage stehenden 
Chlorides in einem Ko6lbchen der trokenen Destillation unter- 
worfen und das sich an den kiilteren Teilen des Gefabes in 
Form von Oltropfen und Krystallen abscheidende Destillat niher 
untersucht. Ich liste es zuerst in ziemlich viel Wasser, fallte 
sodann mit wiisserigem Platinchlorid, worauf sich eine groBere 
Menge Ammoniumplatinat abschied. Von dieser wurde abfiltriert, in 
das Filtrat Schwefelwasserstoff eingeleitet uid nochmals filtriert. 
Die so erhaltene Fliissigkeit engte ich stark ein und konnte 
daraus durch Zusatz von Goldchlorid mehrere Gramm eines 
Goldsalzes darstellen, das sich als Piperidinaurat erwies. 

Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N - HAuCl,: 
8. 46.4% 0 Au 46,4°o Au 
9, 46,3°%o Au 

So hatte sich also doch bei der Destillation des in Frage 

stehenden Korpers Piperidin gebildet, ein Beweis, dab es sich 


') Brieger, |. c. I, S. 5% 


*) v. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 293. 
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um nichts weiter als Pentamethylendiaminchlorid handeln konnte, 
denn, wie zuerst Ladenburg!) nachwies, liefert dieser Korper 
hei der trockenen Destillation aufer Ammoniumchlorid unter 
RingschlieBung Piperidinchlorid.?) 
HC]. NH, - CH, - CH, - CH, - CH, - CH, - NH, - HCl 3—> NH,CI -- 
CH, 
CH,/ SCH, 


CH, CH, 
NH - HC] 

Jedenfalls habe ich hieraus die eine Lehre gezogen, dab 
es miflingen mub, auf die oben angegebene Weise durch Alkohol 
Tetramethylendiaminchlorid von Pentamethylendiaminchlorid zu 
trennen, wenn grofe Mengen des letzteren Chlorides in einem 
solchen Gemenge enthalten sind. Auch ist hierdurch von neuem 
die Tatsache bestiitigt worden, dah der aus Faulnis gewonnene 
Kirper C,H,,N, bei der Destillation als Chlorid Piperidin liefert, 
also identisch mit dem synthetischen Pentamethylendiamin ist. 
Dieser Versuch der Uberfiihrung wurde niimlich erst ein einziges 
Mal gemacht und zwar gleichfalls von Ladenburg auf Veran- 
lassung Briegers mit einer nur geringen Menge Cadaverin.*) 

Das Pentamethylendiamin war nun nicht der einzige Korper, 
der mit alkoholischer Quecksilberchloridl6sung aus dem Ge- 
menge der dureh alkoholische Pikrinsiiure nicht fallbaren Basen 
hatte niedergeschlagen werden kénnen, vielmehr fanden sich in 
dieser Fraktion zwei weitere K6rper. Dieselben waren als 
Chloride in absolutem Alkohol léslich. Um sie zu gewinnen, 
wurde das alkoholische Filtrat der 10,5 g Pentamethylendiamin- 
chlorid durch Abdampfen vom Alkohol befreit, mit Wasser auf- 
genommen und mit wiisseriger Platinchloridlésung gefallt. Der 

') Ladenburg, Ber. d. Deutsch. chem Gesellschaft, Bd. AVI, 
Ss. 3100. Ubrigens hat auch Ladenburg das synthetisch von ihm dar- 
gestellte Pentamethylendiaminchlorid, anscheinend ohne grofe Verluste, 
mit absolutem Alkohol gewaschen. 

2\ Ich will bemerken, dafi sich auferdem noch ziemlich grohe Mengen 
Pyrrol bilden, wie sich durch den Geruch und die Rotfairbung eimes in 
Salzsiure getauchten Fichtenspanes erweisen lel. 

3) Brieger, |. c. Ill, S. 99. 
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sich ausscheidende Niederschlag bestand zum groBten Teil aus 
Ammoniumplatinat und wurde durch Filtrieren entfernt; aus der 
restierenden Flissigkeit beseitigte ich jetzt das Platin durch 
Schwefelwasserstoff, engte die erhaltenen Chloride stark ein 
und fiallte nach Zusatz von etwas Salzsiiure mit 30°/oiger Gold- 
chloridl6sung. Der entstandene Niederschlag war ein Gemenge 
zweier Goldsalze, die auf eine etwas umstiindliche Weise von 
einander getrennt und schlieBblich rein gewonnen werden konnten. 
Die Mengen der reinen Salze gestatteten grade eine vollstiindige 
Analyse. Ziir Uberfiihrung in die Platinverbindungen und zur 
Anstellung qualitativer Reaktionen reichten sie leider nicht aus. 

Die den beiden Salzen zugrunde liegenden Basen sind 
als Marcitin nnd Putrin bezeichnet worden. Sie sind beide 
zweisdurig und zwar ist das Marcitin sauerstofffrei, wenn man 
nicht etwa annehmen will, daf die Bildung seines Goldsalzes 
unter Austritt zweier Molekiile Wasser vor sich geht. Wenn 
wir diese Moglichkeit unbeachtet lassen, kommt dem Marcitin 
die Formel C,H,,N, zu. 

Das Marcitinaurat schmilzt unter Aufschiumen bei ca. 175 
bis 178°. Es verbrennt sehr schwer. Ich lasse die Analysen- 
werte folgen. 

Gefunden: Berechnet fiir CgH,,N, - 2(H- AuCl,): 
10. 47,4°'o Au 47,2 °/0 Au 
11. 47,2°/o Au 
12. 47,6%Jo Au 


13. 11,0°Jo C 11,5%o C 
14. 11 oO 0 C 
13. 2.5% H 2.5% H 
14. 2.8°/o H 
15. 5,5 %o N 5,0 °/o N 


16. 55% N 
Auffallend ist bei dieser Base der hohe Stickstoffgehal! 
von 3 Atomen, der an das Vorhandensein eines Guanidinkernes 
denken lift; das bleibt indessen einstweilen eine reine Vermutung. 
Die andere neben dem Marcitin vorkommmende Base, da-= 
Putrin, enthilt Sauerstoff und hat die Formel C,,H,,N,O,. [hr 
Goldsalz bildet harte dunkelorangefarbene Krystallkrusten, dic 
bei ca. 109—110° schmelzen und kein Krystallwasser enthalten. 


Die Analysenzahlen folgen. 
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Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,N,O, - 2(HAuC],): 
17. 43,1°. Au 43,1°/o Au 
18. 42,9°%o Au 
19. 43,0°%o Au 


20. 14,3 °%,o C 14.4% C 
21. 183,99 C 
20. 2,9°%o H 3,1°/o H 
21. 2,8°%o H 


22. 3,4%o N 3.1% N 
33. 3,5 %0 N 


Betreffs der Konstitution der beiden Basen enthalte ich 
mich jeder weiteren Vermutung, nur soviel méchte ich be- 
merken, dab ich beim Veraschen der Goldsalze niemals den 
Geruch des Trimethylamins habe wahrnehmen kénnen, der sofort 
intensiv bemerkbar wird, wenn man Korper wie Cholin, Betain, 
Novain und andere verbrennt, die diesen Atomkomplex enthalten. 
Ich glaube somit, dafi der Trimethylaminkern im Marcitin und 
Putrin nicht vorhanden ist. 

An dieser Stelle sei bemerkt, dah weder bei der vor- 
liegenden Untersuchung, noch bei der von P. Mey und mir 
gemeinsam gemachten das Cholin gefunden werden konnte. Sein 
Vorhandensein kann niimlich schon jetzt als ausgeschlossen be- 
trachtet werden, obwohl ein Teil der mit den verschiedenen 
Fiillungsmitteln erhaltenen Fraktionen noch garnicht untersucht 
ist. Denn auf Grund des Verhaltens dieser Base gegeniiber 
Pikrinsiéiure, mit der es eine leichtlésliche, und gegen Sublimat, 
womit es eine schwerloésliche Verbindung liefert, hiitte sie, wenn 
sie luberhaupt vorhanden war, neben dem Marcitin und Putrin 
sicher aufgefunden werden miissen und sich schon durch die 
Schwerléslichkeit ihres Goldsalzes von den relativ leichter l6s- 
lichen Auraten des Marcitins und Putrins abgehoben. 

Das Fehlen des Cholins stimmt mit den Beobachtungen 
briegers!) iiberein, denn nach ihm erfiahrt diese Base, die er 
auf das Lecithin der Gewebe zuriickfiihrt, sehr bald im Ver- 
laufe der Faulnis eine Umwandlung in Neurin. Indessen auch 
das Neurin hat sich bei der vorliegenden Untersuchung bisher 


‘') Brieger, |. c. |, S. 36. 
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nicht auffinden lassen, ebensowenig, wie das den beiden ge- 
nannten KoOrpern verwandte Muscarin,!) das von Brieger gleich- 
falls gelegentlich als Féulnisprodukt identifiziert wurde. 

Dal sich somit iberhaupt keine der bekannten Trimethy|- 
ammoniumbasen der Fiiulnis hat isolieren lassen, erklért sich 
wohl aus der langen Dauer des Prozesses in unserem Faille. 
denn es ist eine durch Brieger festgestellte Tatsache, dat} 
man sehr verschiedene Produkte gewinnt, wenn man in einem 
friiheren oder wenn man in einem spiiteren Stadium des Fiiul- 
nisprozesses mit der Untersuchung einsetzt. Cholin, Neurin 
und Musearin tauchen bei Beginn der Fiulnis auf, um_ nach 
einiger Zeit wieder zu verschwinden, wahrend Pentamethylen- 
diamin und Tetramethylendiamin im Gegenteil gerade in den 
spiiteren Stadien reichlich erscheinen. 

SchlieBlich ist es noch gelungen, aus dem Basengemenge, 
welches die Phosphorwolframsiiure aus der eiweibfreien Fiéiulnis- 
fliissigkeit niederschliigt, einen dritten, unseres Wissens bisher 
nicht beschriebenen Korper zu isolieren und zwar auf folgende 
Weise. 

Das Filtrat der in alkoholischer Losung vorgenommenen 
Quecksilberchloridfallung wurde nach dem Vorgange von Kut- 
scher solange abwechselnd mit alkoholischer Sublimatlésung 
und alkoholischer Natriumacetatl6sung versetzt, als noch ein 
Niederschlag entstand. Darauf saugte ich ab, wusch dreimat 
mit einem Gemisch beider Fiéllungsmittel nach und loste dann 
den Niedersechlag in heibem Wasser, dem etwas Salzsiure zu- 
gesetzt war, auf. Nun wurde Schwefelwasserstoff bis zur volligen 
Ausfiillung des Quecksilbers eingeleitet und filtriert. Das Filtra! 
gab beim EKindampfen die ganze darin enthaltene Essigsaure. 
sowie einen Teil der Salzsiure ab und schied nach dem Ein- 
engen zum Sirup ziemliche Mengen Kochsalz aus, die nacli 
Zugabe yon Alkohol sich vermelhrten. 

Dem Kochsalz war indessen noch ein organisches Chlorid 
beigemengt, das wie die Analyse des Goldsalzes ergab, eine der 
Basen zur Grundlage hatte, die als treue Begleiter mir fast in 


'’ Brieger, |. c. I, 8S. 48. 
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jeder Fraktion wieder begegnet sind. Diesmal handelte es sich 
um Tetramethylendiamin. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,-2:H- AuCl,): 
24. 51,1°%/o Au 51,3°%o Au 
25. 351,3°/o Au 

Der Zersetzungspunkt entsprach anniihernd dem verlangten 
von 210°. 

Nachdem ich durch wiederholtes Aufnehmen mit Alkohol 
das Kochsalz und das Tetramethylendiaminchlorid so gut wie 
volistiindig losgeworden war, fiillte ich nach dem Vorgange 
Kutsehers den zuriickbleibenden Sirup mit alkoholischer Cad- 
miumehloridlésung, stellte aus dem Niederschlag durch Zer- 
setzen mit Schwefelwasserstoff die Chloride dar und dampfte 
wiederum stark ein. Jetzt setzte ich alkoholische Platinechlorid- 
ljsung zu, filtrierte und nahm die Fiallung mit Wasser auf. 
Hierbei blieb ein Teil ungelést, der aus Ammoniumplatinat be- 
stand. Das Ammoniak hatte sich wahrscheinlich durch Zer- 
setzung von Basen infolge des wiederholten Eindampfens mit 
Salzsiiure gebildet. Nach Entfernung des Ammoniumplatinat- 
niederschlages durch Filtrieren zersetzte ich das wiisserige 
Filtrat mit Schwefelwasserstoff, saugte vom Schwefelplatin ab 
und fillte das erhaltene Chlorid, welehes vorher zum diinnen 
Sirup eingeengt war, mit 30°/oiger wiisseriger Goldchloridl6sung, 
Ks fiel eine in der Hitze leichtl6sliche Goldverbindung, die nach 
einmaligem Umkrystallisieren in groben, schénen Tafeln an- 
schob. Bei wiederholtem Umkrystallisieren iinderte die Sub- 
stanz ihren Goldwert nicht mehr, war also rein, und konnte 
der Elementaranalyse unterworfen werden. 

Leider erhielt ich dabei nun sehr schwankende Kohlen- 
stoffwerte, die gelegentlich um mehr als ein Prozent differierten. 
Trotz zahlreicher Analysen ist es mir bisher nicht gelungen, 
den Kohlenstofigehalt der Substanz genau festzustellen. Als 
ich dann das Goldsalz in das Platinat verwandelte, erhielt ich 
allerdings die dem Aurat entsprechenden Platin-, Stickstoff- und 
Wasserstoffwerte, aber auch hier differierten die fiir den Kohlen- 
stoff gefundenen Zahlen bedeutend untereinander. 

Ich lasse zunichst die gefundenen Werte folgen. 
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Fiir das Goldsalz wurde gefunden: 


26. 27. 28, 29, 30. 31. 
Au: 43,3°%o. 43,2°%o. 43.5%. 43,3%. 43,3°%o. 43,3 %. 
32. 33. 34. 35. 36. 37. 


C:  13,2°%o. 131%. 134%. 13,9 °%Jo. 14,1 %o. 14,2 %o. 
H: 31%. 31%. 2.9%. 3.1%. 31%. 35%. 


N: 3,3 °fo. 3,4 Jo. 


Fiir das Platinsalz wurde gefunden: 


4A), 41. 42. 43. 
Pt: 303 %/0. 3( )4 9/0, 3 ea) 9/9 30.2 %/o 
. f- f . 45. 46, 
C: 19,6 °%/e. 18,6 °/o. 19,4 Jo. 
H: 40%. 41%. 41% 
ie 
ye 
N: 47%, 


Die Base mége Putridin genannt werden. Ihr Goldsalz 
enthilt Krystallwasser und zwar, wenn wir annehmen, daf nur 
ein Atom Gold im Molekiil enthalten ist, wiirde ihm ein Molekil 
H,O zukommen; wenn wir zwei Goldatome zugrunde legen, 
mul} es zwei Molekiile Wasser enthalten. Wie grof ein solcher 
Krystallwassergehalt, in Prozenten ausgedriickt, sein miiite, 
laBt sich leicht ohne Kenntnis der empirischen Formel des 
Korpers nur aus dem Goldwert berechnen, da dieser ja die 
Grobe des Molekulargewichtes des Goldsalzes involviert. Die 
berechnete Prozentzahl fiir das Krystallwasser bleibt natirlich 
dieselbe, ob wir nun bei einfachem Molekulargewicht ein Molekiil 
H,O oder fiir das doppelte zwei Molekiile Krystallwasser an- 
nehmen. Sie muf} bei dem der Substanz zukommenden Gold- 
wert von 43,3°/o Au : 5,8°/o H,O betragen. So groB ist auch 
die gefundene Wassermenge. 

Gefunden: Berechnet: 
48. 3,9°%/o H,O. 3,8°/o H,O. 


Wasserfrei schmilzt das Putridinaurat ohne jede Zersetzung 
zwischen 8)" und 87°. 

Das Platinat der Base enthalt kein Krystallwasser, ist so- 
wohl in Wasser wie in Alkohol — in letzterem etwas schwerer — 
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‘jslich und schmilzt nicht ohne Zersetzung. Bei ca. 174° farbt 
sich die Substanz schwarz und beginnt bei 180° aufzuschiumen. 
Beim Umkrystallisieren des Platinates kann man manchmal eine 
merkwurdige Erscheinung beobachten. Engt man némlich die 
wiisserige LOsung des Salzes stark ein, sodafi sie sehr kon- 
ventriert wird, und kiihlt dann ziemlich rasch ab, so erstarrt 
das Ganze bald zu einer homogenen hellgelben Krystallmasse 
mit einer glatten Oberflache. Wenn man nun aber einige Stunden 
wartet, so treten verschiedentlich dunkle Stellen auf, die als- 
bald die Ausgangspunkte fiir die Bildung dunkelroter ziemlich 
dicker langlicher Krystalle werden: diese gruppieren sich radiir, 
vermehren sich und bilden nach weiterem Zuwarten die ganze 
noch in dem Gefiafe vorhandene Krystallart. Ich glaubte an- 
fangs, daB diese Erscheinung auf dem allmihlichen Anziehen 
von Krystallwasser aus der Luft beruhe, denn die Lésung, in 
der die hellgelbe Krystallart auftrat, war sehr konzentriert und 
daher wasserarm gewesen. Indessen konnte ich in dem Platinat 
ja kein Krystallwasser nachweisen, wie schon oben angegeben 
wurde. 

Nachdem ich nun das Gold- und Platinsalz des Putridins 
geschildert habe, gehe ich zur Diskussion der Frage tiber, welche 
Formel der Base zukommt. Diese Frage ist bei den so schwan- 
kend gefundenen Kohlenstoffwerten leider vorliiufig nicht ein- 
deutig zu beantworten, denn den Mittelwert zwischen allen 
Kohlenstoffwerten als den richtigen anzusehen, scheint mir nicht 
berechtigt und ich will deshalb nebeneinander stellen, welche 
Formeln unter Annahme des hohen und welche unter der des 
niedrigen C-Wertes in Betracht kommen. Setze ich voraus, 
dai sowohl beim Goldsalz wie beim Platinsalz des Putridins 
der niedrige C-Wert der richtige ist, so kiime der Substanz 
die Formel des Betains oder des Musearins zu. Zwischen diesen 
beiden K6rpern zu entscheiden, ist an der Hand der Zahlen 
nicht méglich, da die Formeln der Edelmetallsalze des Betains 
und des Musearins nur um 2 Wasserstoffatome differieren. Bei 
der Annahme des hohen Kohlenstoffwertes hingegen wiire die 
Formel der in Frage stehenden Base C,,H,,N,O,. Hier folgt 
eine Ubersicht. 
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| Berechnet | Berechne t 
= ‘ ere¢ hnet | Be rec hn t ee 
| Gefunden fiir Muscarin-| fiir Betain- 
aurat aurat C,,H,gN,0,2(H - AuC], ) 
C [13,2 °/o 14,2 °%/o 13,1 °/o 13.1% =| 14,4 °/o 
H 3.0 ° 0 3,1 %lo | 2.7 9° 0 | 3.1 Fo 
N 3,3 0 31 9/9 3,1 °/o 3,1 %/lo 
Au 433 °'0 43,0 Yo | 43,1 %/0 43,1 Yo 
: | hasohmeaea | werent | Berechnet fiir 
Gefunden fiir Muscarin-| fiir Betain- 
| A | ‘ . ‘ 
| ' platinat | platinat C,,H,.N,O, - H,PtCh, 
C 18,6 °%0 19,6 %/o 185° | 18,6 %/o | 20.5 %o 
H 41°%Jo | 44% | 3.8 Jo | 44% 
N | 17% | 43% | £4 | 44 
Pt =| 30.4% 30.1% | BOB%o | 30,3 %Jo 


| 
Man sieht, der Wert von 20,5°/o C, den das Platinat des 
Korpers mit 11 Kohlenstoffatomen verlangt, wird auch von 
dem héchsten gefundenen C-Wert (19,6°/o C) durchaus nicht 
erreicht, immerhin ist es mir nicht unwahrscheinlich, dab dem 
Kérper doch die Formel C,,H,,N,O0, zukommt, denn ich glaube, 
dais ich es mit einer besonders schwer verbrennlichen Substanz 


zu tun hatte. 

Wie man sieht, ist diese Formel dieselbe, wie die fiir 
das Putrin erwiesene. Trotzdem kénnen aber beide Korper 
nicht als identisch bezeichnet werden, denn abgesehen davon, 
daB sie in verschiedenen Fraktionen gefunden wurden, sind ihre 
Goldsalze vollstindig verschieden. Das Putringold ist krystall- 
wasserfrei, schmilzt bei 109—110° und bildet mikroskopische 
Krystalle, die in harten dunkelorangegefarbten Krusten zusammen- 
hingen. Dagegen enthalt das Putridingold auf 1 Atom Gold 
1 Molekiil Krystallwasser und schmilzt schon bei 85—87°. Die 
schinen, gelben, tafelformigen Krystalle vom rhombischen System 
werden gelegentlich mehrere Millimeter dick. 

Ks eriibrigt nun noch zu untersuchen, ob das Putridin 


2 
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nicht vielleicht mit dem Betain oder Muscarin identisch ist. 
Beide Kérper kommen als Faulnisbasen in betracht. Das Be- 
tain!) wurde von brieger in der giftigen Miesmuschel gefunden, 
deren krankheitserregende Wirkung nach Meinung einiger Au- 
toren auf der Aufnahme von Fiulnisprodukten aus dem Wasser, 
in dem das Tier lebt, beruhen soll, wahrend das Muscarin?) 
von demselben Forscher aus 5 Tage lang gefaulten Dorschen 
dargestellt wurde. Das Putridin ist indessen weder mit dem 
Betain noch mit dem Muscarin identisch, wie ich durch Ver- 
gleich von Salzen dieser Basen, die mir zur Verfiigung standen, 
erweisen konnte. 

In der Sammlung des Marburger physiologischen Institutes 
fand ich etwas Muscarinplatinat*) aus Fliegenpilzen in schonen 
Krystallen vor, von dessen Reinheit mich eine Krystallwasser- 
bestimmung tberzeugte. 

Gefunden: serechnet fiir (C,H,,NO,),PtCl, -— 2H,0: 

49. 5,00 H,O D5 HO 

Das wasserfreie Platinat schmolz, ohne sich zu schwarzen, 
zwischen 180—183° unter Aufschéiumen, wiihrend das Putridin- 
platinat, das ja krystallwasserfrei ist, sich schon bei 174° unter 
Schwirzung zu zersetzen beginnt. Einen Teil des reinen Musecarin- 
platinates habe ich dann in das Goldsalz verwandelt. fand es 
entsprechend den Angaben in der Literatur frei von Krystall- 
wasser und konstatierte, dafB der sehr unscharte Zersetzungs- 
punkt dieses Salzes iiber 200° liegt: man erinnert sich, daf 
das Putridinaurat schon bei 85—S7°, und zwar unzersetzt 
schmilzt und auberdem Krystallwasser enthilt. Um ganz sicher 
zu gehen, priifte ich auch noch die physiologische Wirkung 
des Putridins und brachte einen Tropfen seines Chiorides auf 
ein freigelegtes, schlagendes Froschherz. Die typische Musearin- 
wirkung, niimlich Stillstand des Herzens in Diastole, trat nicht ein 
Mit Muscarinchlorid erreichte ich diesen hingegen bald und konnte 
durch Atropin das Herz auch wieder zum Sehlagen bringen 


') Brieger, |. c. Ill, S. 77. 
*) Brieger, |. c. I, S. 48 
3} Das Priiparat war von Herrn Apotheker Jung auf Veranlassung 


von Herrn Geheimrat Kiilz hergestelit worden und bildete schéne. grofe 
dunkelrote Krystalle 
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Somit lag kein Muscarin vor, aber auch Betain lie6 sich 
leicht ausschliefen, denn die Krystallform des Betaingoldes, von 
dem ich eine gréBere Menge gelegentlich einer Arbeit mit Pro- 
fessor Kutscher iiber Krabbenextrakt gewonnen hatte, ist eine 
vollstiindig andere (feine Nadeln) als die des Putridingoldsalzes. 
Auch fehlt dem Betainaurat das Krystallwasser und sein Schmelz- 
punkt liegt bei 224°.!) 

Ks kénnen also nur noch Isomere des Muscarins oder 
Betains bei Annahme des niedrigen C-Wertes in Betracht kommen. 

Das Chlorid des Putridins bildet schéne weibe, oft eis- 
blumenartig aussehende Krystalle, die auferordentlich hygro- 
skopisch sind. Ich habe leider erst eine Analyse davon machen 
konnen, da sich der K6rper wiihrend des Trocknens auch bei 
niedrigen Temperaturen leicht braéunt und anscheinend zersetzt. 
Im Vakuum tiber Phosphorsiiureanhydrid getrocknet, gibt die 
Substanz einen Chlorwert, der auf das Vorhandensein von 
Krystallwasser hinzudeuten scheint, doch kann ich bestimmtes 
hieriiber noch nicht sagen. 

Krwiihnt sei noch, dafi das Chlorid optisch inaktiv ist. 
Keim trockenen Erhitzen liefert es ein Sublimat, das bald kry- 
stallinisch wird. Der Geruch nach Trimethylamin macht sich 
hierbei nicht geltend. 

Uber das Verhalten gegeniiber einigen Alkaloidreagentien 
gibt folgende Tabelle Aufschiub. 


Phosphorwolframsiure ............ =... Fallung 
a a a ee er ee ee ee eee 0 
Alkohol. Quecksilberchlorid- -+- Natriumacetatlésung . Fallung 
yiiy | cs” 0 
Gerbséure bei saurer Reaktion. .......2... Q 
Kaliumquecksilberjodid ..... +6 ee eee wee 0 


Die Tatsache, daf das Putridinchlorid mit Gerbsaure 
keine schwerldsliche Verbindung eingeht, ist insofern von Be- 
deutung, als sie die Befiirchtung beseitigt, man kénne etwa 
durch die im Anfang der Untersuchung vorgenommene Fallung 
mit Tannin einen Teil der Base vorloren haben. 


') E. Schmidt, Lehrbuch der pharmazeutischen Chemie, Bd. I, 
4. Auflage, S. 413. 
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Die definitive Entscheidung, welche der fiir das Putridin 
hingestellten Formeln die richtige ist, hoffe ich durch Analy- 
sieren des Chlorides spiiter erbringen zu kOnnen, denn da das 
Molekulargewicht eines Chlorides bedeutend kleiner ist als das 
des entsprechenden Edelmetallsalzes, so differieren die C-Werte 
der beiden in Frage stehenden Formeln bei den Chloriden weit 
mehr untereinander, als beispielsweise bei den Goldsalzen. 

Daf das Putridin nicht nur ein gelegentlich auftretendes 
Fiulnisprodukt ist, wie etwa das Briegersche Neuridin, sondern, 
wenn die Fiulniswirkung nur lange genug dauert, unter den- 
selben Bedingungen immer wieder auftreten mul}, scheint mir 
sicher, denn schon bei der von mir gemeinsam mit P. Mey 
gemachten Untersuchung, die nur 3 kg Pankreas zum Ausgangs- 
material hatte, haben wir das Putridin in Handen gehabt, wie 
ich den damaligen Analysen entnehme. 

Das Goldsalz des damals erhaltenen Korpers  enthielt 
Krystallwasser, schmolz unter 100° ohne Zersetzung, krystalli- 
sierte in rechteckigen Tafeln und gab dieselben Analysenwerte, 
wie das Putridinaurat, nur der C-Wert lag etwas tief. 














In dem damaligen Gold-| Im Putridinaurat 
salz gefunden | gefunden 
| 
50. Krystallwasser. . . 3,7 °/o | 3,9 Yo 
51. C Ce a a 12,8 °/o | 13,2°/o 14,2°o 
eee ae 3,1 °/o 3,08 0 
| eae 3.3% | 3,3 %o 
Th Bis ce % ses 43,4 ° 0 | 43,3 Jo 
Analytische Belege. 
1. 0,1478 g Substanz gaben 26,1 ccm N bei B. = 752 mm und 
T. = 18°, also N = 20,5 %0. 
2. 01429 g Substanz gaben 253 cem N bei B. = 745 mm und 


T. = 17°, also N = 20,6%o. 
3. 0.1489 g Substanz gaben 0,0567 g Pt. Also Pt = 38,1 %o. 
4. 01439 g Substanz gaben 0,0546 g Pt. Also Pt = 38,0%., 
5. 0.1075 g Substanz gaben 0,0408 g Pt = 38,0°%o Pt. 


6. 0,1073 g Substanz gaben 0,0410 g Pt = 38,2 °%o Pt. 
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7. 0.1464 ¢ Substanz gaben 0,0617 g CO, und 0,0445 g H,O = 11,5°/oC 
3.4%o H. 

8. O,1018 g Substanz gaben 0,0472 g Au = 46,4°%o Au. 

9. 01545 g Substanz gaben 0,0716 g Au == 46,3°%o Au. 


10. 0,0988 g Substanz gaben 0,0468 g Au = 47,4°%o Au. 
11. O,1184 g Substanz gaben 0,0559 g Au = 47,2%o Au 
12. 0.1202 g Substanz gaben 0,0572 ¢ Au = 47,6°%/o Au. 


13. O1I84 g Substanz gaben 0,0478 g CO, und 0,0261 g HO = 
0 Cound 2,5°%/o H. 
L4. 01202 g Substanz gaben 0,0507 g CO, und 0,0295 g HQ = 


fo C und 2,8° 0 H. 


15. 0.1247 g Substanz gaben 5,9 ccm N bei B. = 748 mm und 
14,5°, also N = 5,5%/o. 

I6. O1102 g Substanz gaben 5,2 ccm N bei B. = 746 mm und 
14°, also N DD Jo. 

17. 01079 g Substanz gaben 0,0465 g Au, also Au = 43,1 °/o. 

18. 0.0976 ¢ Substanz gaben 0,0419 g Au, also Au == 42,9 %Jo. 

19. O.1445 ¢ Substanz gaben 0,0622 ¢ Au, also Au = 43,0 %. 


20. O1445 g Substanz gaben 0,0757 g CO, und 0,0371 g H,O 
0 C und 2,9°%o H. 
21. O1400 g Substanz gaben 0,0712 g CO, und 0,0355 g H,O = 


Yo CG und 2,8°/o H. 


22. O1079 ¢ Substanz gaben 3,2 ccm N bei B. = 744 mm und 
15°, also N 3,4%,o. 

23. O1346 g Substanz gaben 4,0 ccm N bei B. = 748 mm und 
15°, also N = 3,5 °/o. 

24. 0,0995 g Substanz gaben 0,0508 g Au, also Au = 51,1°/o. 

25. 01056 ¢ Substanz gaben 0,0542 g Au, also Au == 51,3 %o. 
26. 0.1296 ¢ Substanz gaben 0,0561 ¢ Au, also Au = 43,5 °/o. 

27. O1342 ¢ Substanz gaben 0,0579 g¢ Au, also Au = 43,2 Jo. 

28. OA3B10¢ Substanz gaben 0,0570 ¢ Au, also Au = 43,5 °%/o. 

29. OLO48 g Substanz gaben 0,0454 g Au, also Au == 43,3°/o. 

30. 0.1052 g¢ Substanz gaben 0,0455 g Au, also Au = 43,3 °%o. 

31. O.O058 g Substanz gaben 0.0458 g Au, also Au = 43,3°/o. 


32. 01342 g¢ Substanz gaben 0,0651 g CO, und 0,0366 g H,O. Also 


13.2% und H = 3,1°%o. 
33. 0,1259 g Substanz gaben 0,0606 g CO, und 0,0350 g H,O. Also 
13,1°o und H = 3,1°%o. 
34. 0.1275 g Substanz gaben 0,0626 g CO, und 0,0326°g H,0, also 
13.4% und H 2,90, 
35. O310 g Substanz gaben 0,0666 g CO, und 0,0359 g H,O, also 
13,9°%o und H = 3,1°%o. 
36. 0.1257 g Substanz gaben 0,0649 g CO, und 0,0353 g H,O, also 


14,1 °/o und H 3,1°/0. 


oS 
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37. 0.1334 g Substanz gaben 0,0695 g CO, und 0,0414 g H,O, also 


= 
4 


tt mm und 


= 30,3 %o. 


= 30.4%. 


= 30,5°%o. 


30,2 Jo. 


14,2% und H = 3,5 °%o. 
38. 0.1465 g Substanz gaben 4,2 ccm N bei B. 
= 145°, also N = 3,5°o. 
39. 0.1374 g Substanz gaben 4,0 ccm N bei B. = 748 mm und 
l 14,5°, also N 3,4° 0. 
M). 0,1385 g Substanz gaben 0,0420 g Pt, also Pt 
41. 0,1167 g Substanz gaben 0,0355 g Pt, also Pt 
42. 0,1004 g Substanz gaben 0,0306 g Pt, also Pt 
43. O,AOIO g Substanz gaben 0,0305 g Pt, also Pt 
44. 0,1167 g Substanz gaben 0,0839 g CO, und 0,0414 g H,O, also 
(. = 19,6°%o und H = 4,0°/o. 
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45. 0,1385 g Substanz gaben 0,0946 g CO, und 0,0506 g¢ H,O, also 
C 18,6°/o und H = 4,1 °%/o. 

46, 0,1248 g Substanz gaben 0,0889 g CO, und 0,0456 g H,0, also 
(} = 19.4% und H = 4,1°/o. 


‘7. 0.1180 g Substanz gaben 4,75 cem N bei B. 
T. = 14,5°, also N = 4,7°%o. 
Substanz gaben bei 100° getrocknet 0,0099 g H,O ab, 


48. 0,2526 g 


i) 


also HO = 3,9°/o. 


- 748 mm und 


49. 0,4033 g Substanz gaben bei 100° getrocknet 0,02U0 g H,O ab, 


also H,O - 5,0 %7/o. 


50. 0,1175 g 


also H,O = 3.7 So. 


dL. O,1131 g 
0.0312 g H,O, also 
52. 0,1474 g 
B. <= 7d0 mm und 


Substanz gaben bei 100° getrocknet 0,0044 g H,O ab, 


bei 100° getrocknete Substanz gaben 0.0532 g¢ CO, und 


C = 12,8°% und H = 3,1%o. 


bei 100° getrocknete Substanz gaben 4,1 ccin N bei 


T. = 14° also N = 3,3%o. 


53. 0,1131 g bei 100° getrocknete Substanz gaben 0.0491 g Au, also 


Au = 48.4%. 











Pepsin und Chymosin. 
Von 
J. W. A. Gewin. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1907.) 


Schon in seiner ersten Arbeit tiber die Milchgerinnung') 
hat Hammarsten die Frage, ob Lab und Pepsin als zwei ver- 
schiedene Enzyme zu betrachten sind, bejahend beantwortet. 
Er untersuchte Extrakte von Magenschleimhauten von Sduge- 
tieren und kam zu dem SchluB, dafb daraus Losungen er- 
halten werden konnten, welche Milchgerinnung nicht hervor- 
rufen konnten, sondern wohl, bei sauerer Reaktion, Eiweil} zu 
verdauen imstande waren, dafi also Pepsin vom Chymosin ge- 
trennt werden konnte. 

Inzwischen wurden mehrere alte und neue Erfahrungen 
ans Licht gebracht, aus welchen hervorging, dai Milch, bei 
neutraler Reaktion, nicht nur mittels eines von der Magenschleim- 
haut herriihrenden Enzyms, sondern auch mittels Pankreas- 
saftes, ja mittels verschiedener Bestandteile von tierischen und 
sogar von pflanzlichen Organen gelabt werden kann. Es stellte 
sich heraus, daf iiberall, wo proteolytische Wirkung gefunden 
wird, auch bei Bakterien, soweit dieselben darauf untersucht 
sind, Labwirkung nachgewiesen werden kann.*) Dieses Zu- 
sammengehen driingte zu einer erneuten Erforschung der Frage, 
ob nicht beide Wirkungen an eine und dieselbe Substanz ge- 
bunden sein diirften. 


') Uber die Milchgerinnung und die dabei wirkenden Fermen!: 
Ref. in Malys Jahresber., 1872, S. 118. 

7) Van der Leck, Zentralblatt f. Bakteriol., II, 2. Abl., Bd. XVII, 
S. 370. 
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Bei seinen Untersuchungen uber Pepsin kam Pekel- 
haring!) zu dem, in bezug auf Hammarstens Mitteilungen 
iiberraschenden Befund, dafi Pepsin, auch nach lange dauernder 
Digestion mit Salzsiiure und nach sorgfiltiger Reinigung, imstande 
ist, bei neutraler Reaktion Milch zur Gerinnung zu_ bringen. 

Nencki und Sieber?) bestitigten diesen Befund und 
stellten die Hypothese auf, dali das Pepsin als ein Riesen- 
molekiil zu betrachten sei, mit Seitenketten, deren eine, bei 
sauerer Reaktion, Hydrolyse von Eiweib, eine andere, bei neu- 
traler Reaktion, Gerinnung von Milch veranlassen kénnte — 
eine Auffassung, welcher Pekelharing sich in einer spateren 
Mitteilung?) anschlob. 

Pawlow und Parastschuk?) gingen weiter und betrach- 
teten die Eiweifverdauung und die Késebildung nicht als von 
verschiedenen Atomgruppen, sondern als von einer und derselben 
Substanz, unter verschiedenen Bedingungen wirkend, verursacht. 
Sawjalow®) ging noch einen Schritt weiter und glaubte die 
Bildung von Paracasein aus Casein als einen speziellen Fall 
von EtweiBverdauung betrachten zu diirfen. 

Die Anhinger der Dualitét waren dadurch aber nicht tiber- 
zeugt. Von Schmidt-Nielsen*) wurde die alte Auffassung 
energisch verteidigt und Bang“) glaubte sogar, neben Pepsin 
und Chymosin noch ein anderes labendes Enzym, Parachymosin, 
nachweisen zu koOnnen. 

Es wiire nicht undenkbar, dab die Verschiedenheit der An- 
sichten, wenigstens teilweise, aus den verschiedenartigen fiir die 
Versuche gebrauchten Enzymlésungen zu erkliren sein wide. 

Daf beigemischte Stoffe, Verunreinigungen, auf die Enzym- 
wirkung grofen Eintlu{i haben kénnen, ist von Pawlow und 
Parastschuk schon nachgewiesen worden, indem sie zeigten, 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 235. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 291. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 8. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 415. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 307. 

6) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 92. 

*) Pfliigers Archiv, Bd. LXXIX, S. 425. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 5) 
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dafi Handelspraparate von Lab, welche, mit Salzsiiure versetzt, 
Kiweif gar nicht verdauten, sobald sie nur von gewissen Bei- 
mischungen in irgend einer Weise befreit waren, kraftig proteo- 
lytisch wirksam wurden. Da die schwedischen Forscher mit 
Enzymlésungen, welche sicher viele Beimischungen enthielten — 
Magenschleimhautextrakte, Handelslab — _ gearbeitet haben, 
kOnnten vielleicht ihre Ergebnisse von den Verunreinigungen 
beeinflubt sein. 

Dasselbe gilt von den Befunden Gliassners, nach welchen 
es moglich wiire, durch Behandlung von Magenschleimhautaus- 
ziigen mit Uranylacetat und Natriumphosphat, Chymosin und 
Pepsin zu trennen.!) Daf die von Glissner in dieser Weise 
bereitete Lablosung keine Pepsinwirkung zeigte, konnte, wie 
Pawlow und Parastschuk bemerkten, der Verunreinigung 
mit Natriumacetat zugeschrieben werden. Die Richtigkeit dieses 
Einwandes wurde von Pekelharing?) bewiesen, der der Gliiss- 
nerschen Methode folgte, nur mit dieser Anderung, daB das 
Filtrat vom Uranylphosphat einige Zeit gegen verdiinnte Salz- 
siiure dialysiert wurde; dann trat die proteolytische Wirkung 
ebenso kriiftig hervor, als die labende. Auch fand Pekel- 
haring, im Gegensatz zu Gliassner, dafi aus dem Pylorustei 
der Magenschleimhaut des Schweines eine Enzymlésung zu 
erhalten ist, deren labendes Vermdgen dem_ proteolytischen 
parallel geht. 

Auch Van der Leck,#) der die Dualitaét befiirwortet, 
stiitzt seine Meinung auf Versuche mit ungereinigten Handels- 
priiparaten von Lab und Pepsin und mit Ausziigen von Kalbs- 
magenschleimhaut, welche einesteils mit viel Kochsalz, andern- 
teils mit allerhand in Salzsiure léslichen Bestandteilen der Schleim- 
haut verunreinigt waren. 

Schrumpf*) teilt mit, aus Magenprefsaft eine sehr wirk- 
same Pepsinlésung ohne Labwirkung hergestellt zu haben, und 
fiigt hinzu, daB «die Vermutung, dai im vorliegenden Fall die 


'! Hofmeisters Beitrage, Bd. I, S. 3. 

*) Arch. d. Sciences biol., T. XI, Suppl. p. 36. 
Py 

‘) Hofmeisters Beitrage, Bd. VI, S. 396. 
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Labwirkung durch einen fremden Zusatz verdeckt war, im Hin- 
blick auf die Darstellung kaum festgehalten werden kann». Man 
mu zugeben, dafi in diesem Fall Verunreinigung in gréferer 
Menge nicht anwesend sein konnte. Der Prefisaft war erst 
durch ein Chamberlandfilter geschickt, dann 24 Stunden gegen 
flieS}endes Wasser dialysiert und darauf mit alkoholisch-atherischer 
Cholesterinlédsung gefiallt. Der Niederschlag wurde in Wasser 
suspendiert und das Cholesterin durch Ausschiitteln mit Ather 
entfernt. Schlieblich wurde die Lésung durch eine Kitasato- 
kerze filtriert. 

Dennoch scheint mir der Befund Schrumpfs nicht be- 
weiskraftig. Erstens war die Labwirkung in drei von den vier 
mitgeteilten Fallen neben der proteolytischen vorhanden. Und 
zweitens liegt der Verdacht nahe, dab irgend eine, wenngleich 
in geringfiigiger Menge vorhandene Beimischung einen st6renden 
Kinflu8 gehabt hat, nachdem mitgeteilt wird, dai die Enzym- 
ljsungen nach 3—4 Stunden immer vollig unwirksam geworden 
waren, wahrend doch Pepsinlésungen, auch so gut gereinigte, 
dali sie bei geniigender Verdiinnung die Eiweifireaktionen nicht 
mehr erkennen lassen, bei Zimmertemperatur und saurer Reak- 
tion aufbewahrt, die proteolytische und die labende Wirkung 
lange Zeit behalten. Vielleicht hat der Ather, der fiir Pepsin 
sehr schédlich ist, einen nachteiligen Einfluf auf die Labung 
gelibt. Jedenfalls scheint es mir nicht gerechtfertigt, aus dem 
sefund, dafi es in vier Versuchen mit einer aubergewohnlich 
schlecht haltbaren Enzymldsung einmal vorkam, dafi Labwirkung 
nicht beobachtet werden konnte, wéhrend Proteolyse gut her- 
vortrat, zu schlieben, dal es gelungen sei, Chymosin von Pepsin 
zu trennen. 

Auch die von Hemmeter!) angefihrten Griinde scheinen 
mir nicht hinreichend, um darauf einen Unterschied zwischen 
Pepsin und Chymosin anzunehmen. Hemmeter untersuchte 
bei einigen Kranken den Mageninhalt nach einer Probemahlzeit 
und fand, dai beim Aufbewahren, viele Tage lang, das proteo- 
iytische und das labende Vermégen zwar beide abnahmen, 
aber nicht mit genau derselben Geschwindigkeit. Bei einem 


') Berl, klin. Wochenschr., 1905, Festnummer C.A.Ewald gew., S. 14. 
3* 








36 J. W. A. Gewin, 


gesunden Individuum fand er Milech, nach einem Verbleib von 
1'/3 Stunden im Magen, unveriindert. Nach Zusatz von Calcium- 
carbonat gerann diese Milch erst in drei Stunden. Bei der- 
selben Person zeigte, nach einer Ewaldschen Probemahlzeit, 
der filtrierte Magensaft eine schwache proteolytische Wirkung. 
— Kin genauer Parallelismus von Pepsin und Chymosinwirkung 
wire bei Hemmeters Versuchsanordnung, wie ich glaube. 
kaum zu erwarten. 

Ich habe versucht, die Frage in Angriff zu nehmen mit 
besonderer Riicksicht auf den EinflujB von Verunreinigungen in 
der Enzymlosung. 

Erstens habe ich das Enzym gebraucht, aus Schweins- 
magenschleimhaut nach der von Pekelharing angegebenen 
Methode bereitet. Fiir jede Bereitung wurden 10 Magenschleim- 
hiiute verwendet. Aus dem, durch 5d5tiigiges Digerieren, er- 
haltenen Infus wurde die erste Portion des Enzyms einfach durch 
Dialyse, die zweite mittels ammoniakalischer bleiessigidsung und 
Oxalsiiure, die dritte mittels Ammonsulfat bereitet. Nachdem 
ein Unterschied zwischen diesen drei Portionen nach gehoriger 
Reinigung nicht zu bemerken ist, habe ich dieselben, in der 
Absicht, tiber gréSere Mengen von Enzym verftigen zu kénnen, 
in 0,2°/oiger HCl gelést, vereinigt. Solche L6sungen halten sich, 
bei kiihler Temperatur aufbewahrt, lange Zeit recht gut. Das 
in dieser Weise bereitete Enzym ist, wie Pekelharing her- 
vorgehoben hat, nicht rein; es ist nicht farblos und enthailt 
das eine Mal mehr, das andere weniger Phosphor. Die Ver- 
unreinigungen des urspriinglichen Mageninfuses sind doch aber 
bis auf sehr kleine Reste entfernt. 

Anders ist es bei der Bereitung des Enzyms aus der Kalbs- 
magenschleimhaut. Hier st6$t man immer auf eine schleimige 
Substanz, welche bei der Dialyse sich mit dem Enzym aus- 
scheidet und sich bei 39° C. in Salzsaure teilweise wieder lost. 
Sie macht das Filtrieren sehr schwierig, mitunter sogar unamog- 
lich. Auch ist das Filtrat beinahe niemals vollig klar. Ge- 
wOhnlich aber, obgleich nicht immer, ge‘ang es mir, folgender- 
maven ein klares Filtrat zu erhalten. Der Niederschlag aus den 
Dialysatoren wurde in eine nicht zu grobe Menge 0,2°/oiger HC! 
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sebracht. Durch kriftiges Umriihren bildete sich eine dtinn- 
schleimige Fliissigkeit, welche, unter 6fterem Riihren 1 Stunde 
lang auf 37° C. gehalten und dann in eine kiihle Umgebung 
sebracht wurde. 

Nach 24 Stunden hatte die Fliissigkeit sich geklirt, indem 
-ich ein Niederschlag abgesetzt hatte, dessen obere Schicht 
viel leichter gefiirbt war als die untere. Jetzt war, durch Er- 
wirmen bis auf 39° C., die obere Sehicht, nodtigenfalls unter 
Zusatz von mehr Salzsdure, leicht zur LOsung zu bringen, wih- 
rend die untere, eine ziihe Masse bildende Schicht sich so gut 
wie gar nicht loste und gut abfiltriert werden konnte. Bei der 
Dialyse dieses Filtrates setzte das Enzym sich wieder als ein, 
nichtals bei der Bereitung aus Schweinsmagen koOrniger, sondern 
schleimiger, dem Dialysator anhaftender Niederschlag ab, léste 
sich aber leicht und klar in Salzsiure. 

Das aus Kalbsmagen bereitete Enzym ist also immer wohl 
mehr verunreinigt als das aus Schweinsmagen erhaltene. Hier 
war auch aus der mit Oxalsdure behandelten, dialysierten und 
zentrifugierten LOsung mittels Ammonsulfat kein gut filtrierbares 
Enzvm mehr abzuscheiden. 

Bang gebrauchte nicht mit Salzsiure digerierte Infuse 
von Kalbsmagenschleimhiuten, sondern bei Zimmertemperatur 
bereitete Extrakte. Ich erhielt aber damit keine besseren Resul- 
fate. Gut zerkleinerte Schleimhiéiute wurden in 0,4°/oige HE] ge- 
bracht. Nach einigen Stunden erhielt ich durch Absaugen ein 
klares, sehr wirksames Filtrat, aus welchem aber, bei der Dia- 
lvse, das Enzym sich als ein ebenso schleimiger und klebriger 
Niederschlag ausschied, wie aus den bei K6rpertemperatur her- 
cestellten Infusen. 

Auch habe ich versucht, ob durch Auspressen erhaltenes 
Knzym sich vielleicht besser reinigen lie}. 320 g zerhackte 
Kalbsmagenschleimhaut wurde mit Kieselguhr und Sand zer- 
reben, mit 160 cem 0,2°/oiger HCl vermischt und in der 
Buchnerschen Presse bei 250 Atmosphiren ausgepreBbt. Es 
wurden 250 ecm nach Filtration ganz klarer Saft erhalten, mit 
einer Aciditét von 0,058°'o HCl. Dieser Saft besaB kraftig 
labendes, aber kaum peptisches Vermégen. Hier konnte also 
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daran gedacht werden, dafi nur Chymosin, aber kein oder bei- 
nahe kein Pepsin in den Prebsaft tibergegangen war. Dann 
mufite das Pepsin in dem Prebriickstand zuriickgeblieben sein. 
Deshalb wurde dieser Riickstand in 0,5°/oige HCI verteilt, auf 
Korpertemperatur digeriert und nach 3 Tagen filtriert. Sowoh! 
die proteolytische als die labende Wirkung des klaren Filtrates 
war sehr schwach. Ein zweiter Versuch, wobei der Schleim- 
hautbrei vor dem Auspressen mit 0,5°/oiger statt mit O0,2°/oiger 
HCl! verrieben wurde, um sicher zu sein, daf alles Propepsin 
in Pepsin umgesetzt wurde, lieferte denselben Erfolg. 

Aus der Unfiihigkeit des kriéftig labenden Prebsaftes Ei- 
weil} zu verdauen darf nicht gefolgert werden, da hier Pepsin 
vom Chymosin getrennt war, denn es lief sich nachweisen, 
dali der Prefsaft Antipepsin enthielt. Mit Mettschen Rohrchen 
wurde die Proteolyse bestimmt, 1. des ohne nennenswerte 
Verdiinnung auf 0,2°/oiger HCl angesiiuerten, 2. des mit 4 Vo- 
lumen 0,2°/oiger HCI verdiinnten Prefsaftes. Im ersten Fall 
wurden in 24 Stunden 0,4 mm, jm zweiten 2,4 mm verdaut. 

Auch der folgende Versuch war beweisend. Von einer 
sehr wirksamen Kalbsenzymlésung wurde je 1 ccm verdiinnt 
amit 9 cem 0,2°/oiger HCl, b mit 9 cem auf 0,2°/oige HCI ange- 
siiuertem Prefsaft. Beide Portionen wurden mit Mettschen 
R6hrehen digeriert. Nach 20 Stunden hatte a 8,8 mm, b 0,6 mm 
verdaut. 

Dali ich den Pref saft kriéftig labend fand, spricht nicht 
gegen die Meinung Sawjaloffs, nach welcher auch die Chy- 
mosinwirkung von Antipepsin gehemmt wird, sondern ist aus 
meiner sogleich zu beschreibenden Versuchsanordnung zu er- 
kliiren, bei welcher die Enzymlésung mit ihrem ftinffachen Vo- 
lumen Milch verdiinnt wurde. 

In dem Gehalt an Antipepsin fand ich Ursache genug, 
um den Prefsaft der Magenschleimhaut fiir meine Versuche 
nicht zu gebrauchen. Nur will ich hier die Bemerkung ein- 
schalten, dab ich den Befund von Pawlow und Paratschuk, 
in bezug auf das Vorkommen von Pepsinwirkung hemmenden 
Stoffen in Handelslab, habe bestatigen konnen. 

Ich untersuchte zwei Préparate, ein hollandisches, von 
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Van Hasselt und ein dinisches, von Hansen. Belde sind 
sanz oder nahezu neutral, wirken kraftig labend, verdauen aber 
angesiuert Eiweili so gut wie gar nicht. Dialyse ist imstande, 
die hemmenden Stoffe teilweise wegzuschaffen, viel besser als 
beim Magenprebsaft, der durch Dialyse gegen 0,2°/oige HCl zwar 
einige, aber doch unbedeutende proteolytische Wirkung erhielt. 
So fand ich z. B. bei Lab von Hansen, das gar kein Eiweib 
verdaute, nach Dialyse, erst 2 Tage gegen fliebendes Wasser 
und dann 5 Tage gegen wiederholt erneuerte 0,2°/oige Salz- 
siiure, mit Mettschen ROhrehen eine Verdauung von 3,2 mm 
in 24 Stunden. Noch bessere Resultate erhielt ich folgender- 
weise. Die Labl6sung wurde 24 Stunden gegen flieBendes Wasser 
dialysiert und dann mit verdiinnter Essigsdure versetzt, wodurch 
ein Niederschlag entstand, welcher abzentrifugiert und in 0,2°/oiger 
HCl gelést wurde. Durch passendes Verdiinnen mit 0,2°/oiger 
HCl wurde eine LOsung hergestellt, welche neutralisiert das 
eleiche labende Vermogen besaf als das urspriingliche Priiparat. 
Diese Lésung verdaute jetzt 2,1 mm in 5 Stunden. Die (nicht 
verdiinnte) Losung des Essigsiiureniederschlags in 0,2°/oiger HCl 
wurde gegen destilliertes Wasser dialysiert. Am _ folgenden 
Tage hatte sich im Dialysator ein Niederschlag gebildet, welcher 
in Salzsiéiure gelést, und soweit mit 0,2°/oiger HCl verdiinnt, 
daf die neutralisierte LOsung wieder das urspriingliche labende 
Vermégen besaB, in 5 Stunden 2.3 mm Eiweib léste. Sowohl 
aus Van Hasselts sowie aus Hansens Lab ist also, wenn- 
gleich sie, sO wie sie im Handel geliefert werden, peptisch un- 
wirksam sind, ein Enzym zu bereiten, das in Wirkung und in 
Loslichkeit von Pepsin nicht zu unterscheiden ist. 

Fiir die Bestimmung der Proteolyse wurden die nach 
Mett mit geronnenem Hiihnereiweil gefiillten R6hrchen immer 
in grober Zahl hergestellt, sorgfiltig ausgesucht zur Entfernung 
von Luftblasen enthaltenden Rohrehen, und alle zusammen in 
einer geschlossenen Flasche mit 0,2°/oiger HCl, unter Zusatz 
von einem Thymolkrystall aufbewahrt. Fiir jeden Versuch 
wurden je zwei Rohrchen mit ausgegliihter Pinzette der Flasche 
enthommen, mit genau 10 ccm der zu untersuchenden, auf 0,2°/o 
Salzsduregehalt gebrachten Enzymlésung in eine kleine, gut ge- 
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reinigte Petrischale gebracht und bei 37° C. digeriert. Meistens 
dauerte die Verdauung 5 Stunden. Die Linge der gelésten 
Eiweifsiiulechen wurde unter dem Mikroskop bei schwacher Ver- 
groferung mit dem Okularmikrometer gemessen. 

Von der Schtitz-Borissowschen Regel fand ich nur 
dann Abweichungen, wenn bei hoher Konzentration die Enzym- 
losung lange Zeit, oder bei sehr geringem Gehalt an Pepsin 
kurze Zeit digerierte. Zum Beispiel: Reiner Hundemagensaft 
wurde unverdiinnt, zweimal und viermal mit Salzsiiure von 
einer dem Magensaft entsprechenden Konzentration verdtinnt 
digeriert. Ich fand folgendes. Die Zahlen geben die Quadrate 
der verdauten Millimeter Eiweil. 


unverdiinnt 2 / verd. 4 S¢ verd. 
Nach 5 Stunden eS 0,64 0.16 
22> 22 15,2 7,3 


Ind Stunden hat also die 4mal verdiinnte, nach 22 Stunden 
die unverdiinnte LOsung zu wenig verdaut. 

Zur Labbestimmung habe ich abgerahmte Milch gebraucht. 
jeden Tag frisch aus emer gréberen Molkerei bezogen, wo die 
Milch von einer groben Zahl von Kiihen gemischt wurde. Taglich 
wurde die Gerinpungsfihigkeit dieser Milch mit Van Hasselts 
Lab, einem sehr lange Zeit konstant bleibenden Priiparat, kon- 
trolliert. Dabei fand ich nur sehr geringe Abweichungen. Eine 
Mischung von 2 cem 10 mal mit Wasser verdiinntem Lab mit 
Scem Mileh brauchte zur Gerinnung immer 30— 40 Sekunden, 
gewoOhnlich 35. Spontane Gerinnung kam nur vor, wenn die 
Milch itiber Nacht bei Korpertemperatur aufbewahrt wurde, 
niemals innerhalb 7 Stunden, die liingste Zeit, die meine Ver- 
suche tiber Labgerinnung in Anspruch nahmen. Fir die be- 
stimmung wurden in einem Proberédhrchen 8 eem Milech genau 
abgemessen in ein Wasserbad bei 37° gestellt. Ein anderes 
Réohrehen mit 2 ccm Enzymlésung wurde in dasselbe Wasser- 
bad gestellt. Sobald die beiden Réhrchen die Temperatur des 
Wassers erreicht hatten, wurde die Milch in die Enzymlésung 
gegossen. Die Mischung wurde im Wasserbad auf Temperatur 
gehalten, und dann und wann einen kurzen Augenblick daraus 
entfernt zur Beobachtung, ob Gerinnung eingetreten war. In 
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dieser Weise konnte die Gerinnungszeit, wenn diese nur nicht 
kiirzer war als 5 Sekunden, mit geniigender Genauigkeit be- 
stimmt werden. 

Ich habe neutrale und saure Enzymlodsungen untersucht. 
Die Neutralisation fand statt mit "/:0-Natronlauge, unter fort- 
wihrendem Schiitteln der Fliissigkeit, mit Lackmus- oder Lack- 
moidpapier als Indikator: oder durch Zusatz von fein zerrie- 
benem CaCO, in geringem UberschuB zu den schon abgemes- 
senen und in das Proberdhrchen gefiillten 2 ccm Enzymlésung. 
Ich zog das dem Neutralisieren einer gréferen Menge der 
Enzymlésung mit CaCO, vor, da dann vor dem Abmessen filtriert 
werden mufte und ich bald bemerkte, dai die Enzymwirkung 
nach dem Neutralisieren geringer wird. Zeitverlust mubte des- 
halb vermieden werden. Bei der Neutralisation mit Lauge 
konnte sogleich ein ‘Teil zur Prifung abgemessen werden und 
fiel also diese Fehlerquelle fort. 

Bei den Gerinnungsversuchen mit saurer Enzymlosung 
wurde durch Verdiinnen mit Wasser die Aciditiit der Fliissig- 
keit auf 0,1°/o HCl gebracht. Die Milchenzymmischung enthielt 
also 0,02 °/o HCl, wovon keine Caseinfiillung hervorgerufen wird. 

Ich werde jetzt erstens meine Befunde mitteilen in bezug 
auf den von Bang angegebenen Unterschied zwischen Chy- 
mosin und Parachymosin. 

Bang fand, im Anschlufi an eine von Thunberg gemachte 
beobachtung, dafi eine kriaftig wirksame PepsinlOsung, wovon 
1 cem mit ®/10-Alkali neutralisiert, 10 ccm Milch sogleich ge- 
rinnen machte, nach 96 stiindiger Digestion keine Gerinnung 
mehr verursachen konnte, wenn sie mit Alkali neutralisiert 
war; bei Neutralisation mit CaCO, aber gerann die Milch noch 
sofort und erst nach 11 tiigiger Digestion war das Labungs- 
vermogen auch nach Neutralisieren mit CaCO, verschwunden. 
Dieser Befund stimmte nicht mit der Beobachtung Hammar- 
stens, nach welcher eine Lablésung durch 24—48 stiindige 
Digestion mit Salzsiure ihre Wirksamkeit ganz verliert. 

Zum Vergleich wiederholte Bang den Versuch mit einem 
Handelslabpriiparat und mit einem Auszug aus Kalbsmagen- 
schleimhaut. Jetzt fand er die Labwirkung sowohl bei Neu- 
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tralisation mit CaCO, als mit Alkali nach 24—48 Stunden vollig 
verschwunden. 

Dieser Unterschied veranlaite Bang, zwei besondere En- 
zyme, Pepsinlab und gewohnliches Lab, anzunehmen. «Es hat 
sich», so folgert er,'!) «auch in der Tat herausgestellt, dal 
das Pepsinlab ein von dem gewohnlichen verschiedenes Lab- 
ferment ist. Dies neue Labferment bezeichne ich mit dem 
Namen Parachymosin. » 

Da’ das Chymosin, wie Bang in Ubereinstimmung mit 
Hammarsten fand, durch 24—48stiindige Digestion in salz- 
saurer LOsung ganz zerstort wird, habe ich ebenso wie Fuld?) 
nicht bestiitigen kénnen. Im Gegenteil, ich habe mich Ofters 
davon tiberzeugen kOnnen, dah eine Kalbsenzymlésung in 0,2°/oiger 
HCl gewohnlich viel liinger digeriert werden muf, bevor sie, nach 
Neutralisation mit Alkali, unwirksam wird. Falls mit CaCO, 
neutralisiert wird, kann man, wie Bang es fiir das Parachy- 
mosin fand, noch viel linger Gerinnung beobachten, wie aus 
dem folgenden Beispiel hervorgeht. Zerkleinerte Kalbsmagen- 
sehleimhaut wurde mit HC] 0,5°/o 37 Stunden digeriert. Dann 
wurde durch zusammengeprebten Brei von Filtrierpapier abge- 
sogen und das klare Filtrat weiter bei 57° C. digeriert. Von 
Zeit zu Zeit wurden Proben genommen, mit ®/10-NaHO neu- 
tralisiert und mit Wasser auf das Doppelte des urspriinglichen 
Volumens gebracht. Von jeder Probe wurden 2 ccm in der oben 
beschriebenen Weise mit 8 ecm Milch gemischt. Einmal wurde 
eine Probe genommen von 1 ecem, mit 1 cem Wasser verdinnt 
und mit CaCO, neutralisiert. Das Resultat war: 


Stunden nach AblaufderFiltration: O 46 114 210 236 
Neutralisiert mit: NaHO NaHO NaHO NaHO NaHO CaCo, 
Gerinnungszeit in Minuten: 25/4 1d'te 66 75 = 180 3B tz 


Nach 210stiindiger Digestion, also noch Gerinnung in 75 Mi- 
nuten, und erst nach 236 Stunden war beim Neutralisieren 
mit NaHO die Gerinnungszeit nicht gut mehr zu bestimmen, 
wiihrend bei Neutralisation mit CaCO, die Labung noch in 3/2 Mi- 
nuten stattfand. 


') Pfliigers Archiv, Bd. LXXIX, 8. 427. 
*) Ergebnisse d. Physiol., Jahrg. 1, Abt. 1, S. 479. 
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Daf auch meine gereinigten Kalbsenzympraparate bei Di- 
gestion in salzsaurer Losung nicht in ein paar Tagen unwirksam 
werden, geht aus den in Tabelle I erwahnten Versuchen hervor. 
Erst in 9 Tagen war die Gerinnungszeit von 2°,12 Minuten auf 
45 Minuten angestiegen, wiihrend sie bei Neutralisation mit 
CaCO, am 9ten Tage nur 110 Sekunden betrug. In der in 
Tabelle III angefiihrten Versuchsreihe stieg die Gerinnungszeit 
in 9 Tagen von 1°56 Minuten auf mehr als 2 Stunden an und 
rief dieselbe Enzymmenge mit CaCO, neutralisiert in 5 Minuten 
Gerinnung hervor. 

Die Beobachtungszeit mu aber nicht allzu kurz genommen 
werden-—in Bangs Versuchengingsie nicht weiterals 1 Stunde —, 
zumal weil bei schwacher Wirkung die Gerinnungszeit Ofters 
linger ist, als der Konzentration entspricht. 

Zur Unterscheidung von Chymosin und Parachymosin gibt 
Bang vier Merkmale an, erstens das ungleiche Verhalten beim 
Verdiinnen, zweitens bei Zusatz von CaCl,, drittens die ver- 
schiedene Resistenz gegen Erhitzen und viertens gegen Alkali. 

Bei Kalbs- und Schweinsenzymlésungen habe ich diese 
Merkmale wiederholt untersucht; die Resultate folgen hier. 

Das von Soxhlet fir Chymosin festgestellte, sogenannte 
Zeitgesetz habe ich bestétigt gefunden unter dieser Bedingung, 
dafi die Verdiinnung nicht zu weit geht. Dann fand ich in zwie- 
facher Hinsicht eine Abweichung: erstens fand ich oft, wenn zwei 
oder mehr Versuche mit derselben verdiinnten L6sung in még- 
lichst gleicher Weise gemacht wurden, die Gerinnungszeit nicht 
ganz gleich, sodafi die Bestimmung nicht als so genau wie bei 
groBerer Konzentration betrachtet werden darf; zweitens werden 
die Gerinnungszeiten linger, als zu erwarten war. Z. B.: 
Konzentration: unverdiinnt 2 verd. 4 verd. 8 “verd. 16> verd. 
Gerinnungszeit: 1°/s Min. 3 Min. 5'/2 Min. I1'/e Min. 26 Min. 

Ist die Gerinnungszeit sehr lang geworden, so kann man 
den Augenblick, wo die Gerinnung stattfindet, nicht genau mehr 
bestimmen; allmiihlich bilden sich Flocken und es kann ziem- 
lich lange dauern, bevor es zur vollstindigen Gerinnung kommt; 
bisweilen bleibt sogar die Gerinnung unvollstindig. Parachy- 
mosin folgt nun nach Bang bei neutraler Reaktion dem Zeit- 
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gesetz nicht. Bei grober Konzentration der Enzymlésung fand 
er die Gerinnungszeit kiirzer als die erwartete und beim Ver- 
diinnen wird sie bald verhiltnismiifig viel zu lang oder bleibt 
die Gerinnung ganz aus. 

Auch in meinen Versuchen trat diese Ejigentiimlichkeit 
vom Schweinsenzym (Bangs Parachymosin) gegentiber dem 
Kalbsenzym hervor, wie aus folgendem Beispiel ersichtlich ist. 

Von in der oben angegebenen Weise méglichst gereinigtem 
Knzym, einerseits aus Schweinsmagenu, andererseits aus Kalbs- 
magen, wurden konzentrierte LOsungen gemacht in HCl] 0,2°/o. 
Kin ‘Teil wurde mit ®/10o-NaHO neutralisiert und mit Wasser auf 
das Doppelte des urspriinglichen Volumens gebracht. Von dieser 
Losung wurden Verdiinnungen gemacht mittels Zusatz einer 
NaCl-Losung, welche durch Neutralisation von 0,2°/oiger HC] mit 
NaHO und Zusatz von Wasser bis zum Doppelten des ursprting- 
lichen Volumens hergestellt war, in bezug auf den NaCl-Gehalt 
also der Enzymlésung entsprach. Zwar haftet diesem Verfahren 
ein Nachteil an, denn es ist dabei unumgiinglich, da’ die spateren 
Verdiinnungen einige, wenn auch nicht lange Zeit nach der 
Neutraiisation auf ihr Labungsvermégen gepriift werden. Dieser 
Nachteil ist. wie ich bald hervorheben werde, nicht ganz un- 
wesentlich, aber, wie ich glaube, nicht so grof wie derjenige, 
der aus der Neutralisation jeder Verdiinnung fiir sich hervor- 
gehen wiirde, nachdem es doch wohl kaum mdglich ist, bei 
starker Verdiinnung jedesmal genau denselben Neutralisations- 
grad zu erreichen. 

Zweitens wurde die Gerinnungszeit bestimmt nach Neu- 
tralisation mit CaCO,. Fiir die erste Probe wurde die urspring- 
liche Lésung mit dem = gleichen Volumen 0,2 °/oiger HCl ver- 
diinnt in der Absicht, den Enzymgehalt demjenigen der neu- 
tralisierten Losung gleich zu machen. 

Drittens wurde die Labwirkung bei saurer Reaktion ge- 
prift. Fiir die erste Probe wurde die LOsung wieder, um den 
Enzymgehalt gleich zu machen, und um die Aciditat auf 0,1°/0 HC! 
zu bringen, mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt. Die 
weitere Verdiinnung fand mit 0,1°/oiger HCI statt. Wie gesagt, 
wurde fiir jede Probe 2 ecm Enzymlésung mit 8 ccm Milch ge- 





‘gs 

me 
oa 

24 








Pepsin und Chymosin. 45 
mischt. Ich erinnere daran, dab die Gerinnungszeit nur gut 
bestimmt werden konnte, wenn sie wenigstens 5 Sekunden 
betrug. Bei der unverdiinnten, sauren, war sie sicher, bei der 
mit CaCO, neutralisierten Losung vielleicht kirzer. 

In den beiden untenstehenden Tabellen findet man in 
horizontaler Richtung gleichen Enzymgehalt, in vertikaler gleichen 
Salz-, resp. Sauregehalt. 


Schweinsenzyi. 











Neutralisiert Neutralisiert 














Verdinnung Saure Reaktion 
mit NaHO mit CaCO, 
1. unverdiinnt 40 Sekunden | 5 Sekunden 5 Sekunden 
2 2% verd. 1) | 5 a > 
; 4 7—17 Minuten | 5—10 a 
4. 8 > mehr wie 1 Stunde | 15 10 » 
d. 16 » _ | 30—35 15—20 > 
6. 32 > si 80-90 300 
7. 64 — | 8—I11'/s Minuten 60 
8. 128» _ | — 10 
9. 256 . | o 6 . 
Kalbsenzym. 
Verdinnung | Neutralisiert Neutralisiert Semen iiedbaies 
| mit NaHO | mit CaCO, 
|. unverdiinnt 50 Sekunden | 5 Sekunden 5 Sekunden 
2, 2 verd. 95 > 10 dD 
3. 4 » '160—170 1d » 10 
t 8 » 330-375 » 2 > 15 
9. 16 8'2—12'e Minuten = 450 | 30 
6. 32» 2h > | 100 > | 5B 
7. 64 » 37—>60 > _  3'/2 Minuten 2 Minuten 
8.128 > abe | 6p >» 4t/3 
4. 256 , - | 15'/e >» 13 . 


10, 512s - 40 > 60 
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Nach Neutralisation mit NaHO folgt also das Schweins- 
enzym dem Zeitgesetz schon nicht mehr bei 4maliger Verdiin- 
nung, wihrend beim Kalbsenzym die Wirkung erst bei 64maliger 
Verdiinnung deutliche Abweichung zeigt. Auch nach Neutrali- 
sation mit CaCO, zeigt sch derselbe Unterschied, obgleich in 
erheblich geringerem Mabe. Bei saurer Reaktion folgt das 
Schweinsenzym dem Zeitgesetz noch bei 128 maliger Verdtinnung: 
hier féllt der Unterschied mit dem Kalbsenzym nicht oder kaum 
mehr in Betracht. 

Beurteilt nach der Wirkung bei saurer Reaktion, war die 
Losung des Schweinsenzyms doppelt so stark als diejenige des 
Kalbsenzvms. Wurde bei dieser Reaktion so weit verdiinnt, dal 
die Gerinnungszeit auf 10 Sekunden kam, so labte bei neutraler 
Reaktion das Kalbsenzym in 160—170 Minuten, das Schweins- 
enzym aber erst in mehr als einer Stunde. Man kann also 
sagen, dali das Schweinsenzym durch Neutralisation mit Alkali 
mehr geschiidigt wird als das Kalbsenzym. 

Bang fand, dafis das Schweinsenzym, sein Parachymosin, 
viel empfindlicher ist fiir Alkali als das Kalbsenzym. Neutrale 
Reaktion ist aber auch nicht ohne EinfluB. Man kann sich leicht 
davon tiberzeugen, daB die Wirksamkeit des Enzyms auf die Dauer 
dadurch abnimmt. Mit derselben neutralisierten Schweinsenzym- 
ldsung, mit welcher die oben erwiihnten Versuche angestellt 
wurden, wiederholte ich 25 Minuten nach der Neutralisation 
die zwei ersten Proben. Mit der unverdiinnten Lésung fand 
ich dann statt 40 Sekunden 50—60 und 70 Sekunden, mit der 
zweimal verdiinnten statt 90 Sekunden 3!/2 Minuten. Auch nach 
Neutralisation mit CaCO, geht die Wirksamkeit des Schweins- 
enzyms allmiihlich herab. Mit einer durch 4 malige Fallung mittels 
Dialyse gereinigten, mit CaCQ, neutralisierten Losung gerann 
die Milch in 25 Sekunden. Ein Teil der neutralen Léosung blieb bei 
Zimmertemperatur 5 Stunden stehen. Jetzt rief sie in 11/2 Stunden 
noch keine Gerinnung hervor. Auch ist es nicht gleichgiiltig, 
ob eine kleine oder eine groBere Menge der Losung neutrali- 
siert wird, wenn auch dafiir gesorgt wird, da’ das Alkali vor- 
sichtig und genau in entsprechender Menge zugesetzt wird. So 
fand ich beim Neutralisieren von 2!/2 ccm einer Losung mil 
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{.3 cem ™/10o-NaHO eine Gerinnungszeit von 15 Minuten, beim 
Neutralisieren von 10 cem derselben L6sung mit 5,2 eem NaHO 
eine Gerinnungszeit von 12'/2 Minuten. 

Der erste von Bang hervorgehobene Unterschied zwischen 
Chymosin und Parachymosin scheint mir also auf eine ver- 
schiedene Empfindlichkeit von Kalbs- und Schweinsenzym gegen 
alkalische resp. neutrale Reaktion zurtickzuftihren zu sein. Der 
zweite Unterschied, der verschiedene Einfluf{ von CaCl,, ist, 
wie ich glaube, vom ersten abhingig. Die Labung durch Para- 
chymosin wird nach Bang viel mehr als die Labung durch 
Chymosin von CaCl, gefordert. Nun sind aber, wie ich soeben 
betont habe, neutrale Chymosin- und Parachymosinlosungen, 
welehe in derselben Zeit Gerinnung der Milch verursachen, 
keineswegs gleich konzentriert. Wird der Enzymgehalt nach 
der Wirkung bei saurer Reaktion berechnet, so enthalt die 
ParachymosinlOsung mehr Enzym. Dasselbe geht auch aus Bangs 
eigenen Versuchen hervor. Bei Vergleichung einer Pepsin- 
(Parachymosin-)lOsung mit einer LOsung von Barnekows Lope 
(Chymosin) in verschiedener Verdiinnung fand er: 











Knzymlésung Wasser Milch Zeit fiir Pepsin Zeit fiir B. Lépe 
cem ccm ccm ' in Minuten in Minuten 
| 
1. I -— 10 2,30 - 4 
2. th '/2 10 7,30 0,30 
3. 'I4 3/g 10 4M) 17 
k. t/g 7s 10 | Keine 30,30 


In Versuch 1 ist die Pepsinlésung stiirker als die Chy- 
mosinlésung, in den folgenden drei Versuchen also auch, und 
dennoch ist in 3 die Gerinnungszeit fiir Chymosin 17, fiir Pep- 
sin 40 Minuten. Wenn also eine Parachymosinlisung bei gleicher 
oder sogar lingerer Gerinnungszeit mehr Enzym enthiilt als 
eine Chymosinlésung, kann es nicht wundern, daf der gleiche 
CaCl,-Zusatz in der konzentrierteren Parachymosinlisung einen 
groBeren EinfluB hat als in der Chymosinlésung. Man hat daraus 
dann aber nicht zu folgern, daB das CaCl, die Parachymosin- 
wirkung mehr beschleunigt als die Chymosinwirkung, sondern 
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dafs das Parachymosin bei neutraler Reaktion, ohne CaCl,, 
schwiicher wirkt als das Chymosin. 

Bang teilt weiter mit, dai eine kleine Menge von CaCl,, 
welche auf Chymosin keinen beschleunigenden Einflu& mehr 
hat, die Parachymosinwirkung noch fordert, und gibt als Grenz- 
wert an einen Gehalt der Milchenzymmischung von 0,02°/o CaCl, 
der fiir Parachymosin noch von Einfluf sein soll, fiir Chymosin 
aber nicht. Das habe ich fiir meine Chymosinlésungen nicht 
gefunden: 0,02°/o CaCl,, und sogar weniger, verursachte darin 
noch Beschleunigung, wie aus den folgenden Zahlen hervor- 
geht. Fiir diesen Versuch wurde eine mit ®/10-NaHO neutra- 
lisierte Loésung von gereinigtem Kalbsenzym gebraucht. 











Neutralisierte __ | 1 ccm 





mitich Enzymlosung Nasser CaCl,-Lésung naan 
ecm ccm ecm %y | %9 saad 
0 1 | _ (| hfe Min 
10 - t/g 0.0416 | 4 Sek. 
10 I -- 1/4 | 0.0208 | 70 
10 a ts | 0,0140 | 110 
10 “ tlhe 00052. 2". Min 
10 1 — '32 0.0026 | 3 > 
10 I — 1/64 0.0013 | 4 


| 
| 


Zum Vergleich mit einem von Bang erwiihnten Versuch 
mit schwiicherer Enzymlosung, in welchem die Gerinnung in 
13 Minuten, nach CaCl,-Zusatz in 12 Minuten stattfand, wurde 
die Lésung so weit verdtinnt, daB die Milch in 12 Minuten 
gerann. Dann wurde folgendes gefunden. 








Neutralisierte 1 ccm | Gerinnungs- 





Mulch Enzymlésung Wasser ( .aCl,- Lésung zeit 
ecm ecm ecm %o lo | ‘Minuten 
| 
10 1 I — — | 12 
10 1 wm. ¥ 0,4 0,033 | 2 
10 | — 0,2 — 0,0165 | 4 
0 | 1 _ 04 0,00825 Be 
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Solche Versuche habe ich 6fters wiederholt und immer 
crdBeren Einflu§8 von CaCl, auf Chymosin gefunden, als Bang 
angibt. 

Dieser Unterschied zwischen Chymosin und Parachymosin 
scheint mir also nicht sehr bedeutend. Insoweit aber derselbe 
festgestellt ist, kann die Ursache der groberen Emptindlichkeit des 
Parachymosins gegen neutrale Reaktion zugeschrieben werden. 

Ich komme jetzt auf den dritten und den vierten Unter- 
schied, das verschiedene Verhalten unter dem EinfluB von Er- 
hitzen und von Alkali. Zur besseren Ubersichtlichkeit werde 
ich diese beiden Einwirkungen zusammen behandeln. 

Bang bemerkt, dafi Chymosin sehr empfindlich ist gegen 
Hitze. Ein Wiirmegrad von 70° C. ist, bei neutraler Reaktion, 
geniigend, es in kurzer Zeit zu zerstoren; bei saurer Reaktion 
ist die Empfindlichkeit noch groBber. Wiahrend Chymosin durch 
Erhitzen auf 70° C., eine Minute lang, zerstort wird, ertrigt 
dagegen Parachymosin diese Temperatur 10 Minuten lang, ob- 
eleich es dann an Wirksamkeit etwas verliert. Bei 75° C. wird 
aber auch das Parachymosin zerstort. Bang empfiehlt, bei diesen 
Versuchen die Parachymosinloésung neutral zu machen gegen 
Lackmoid, so dah sie gegen Lackmus schwach sauer ist, etwa 
0.05°/0 HCI. 

Ich habe bisweilen Lackmoid gebraucht, meistens aber 
Lackmus, und neutralisierte dann bis auf ein paar Zehntel- 
kubikzentimeter © 10o-NaHO. Dann wurden 2 Proberéhrehen mit 
ie 2 Kubikzentimetern der LOsung beschickt, in ein geriiumiges, 
mit auf 70° C. erhitztem Wasser gefiilltes Becherglas getaueht, 
nach 10 Minuten herausgenommen, abgekiihlt, wieder auf 37°C. 
erwiirmt und mit je & ccm auf dieselbe Temperatur erwiirmter 
Milch vermischt. 

Der vierte Unterschied besteht darin, dafi das Parachy- 
mosin viel weniger resistent ist gegen Alkali als das Chymosin. 
Kin Alkaligehalt von O,01°/o zerstért ersteres in '/2 Stunde, 
wiihrend Chymosin davon nur wenig geschadet wird. Bang 
erwahnt folgenden Versuch. 

Kine neutralisierte Pepsin(Parachymosin)lOsung und ein 
neutralisierter Auszug aus Kalbsmagenschleimhaut (Chymosin) 
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wurden in zwei Teile verteilt, von welchen je einer gekocht 
wurde. 5 ccm ungekochte Parachvmosinlésung wurde vermischt 
mit 5 cem gekochter Chymosinlésung und 5 ccm ungekochtes 
Chymosin mit 5ecm gekochtem Parachymosin. Beide Mischungen 
machten gleiche Mengen Milch in 5— 6 Minuten gerinnen. Beide 
wurden mit Alkali versetzt bis zu O,01°/o und nach !/2 Stunde 
wieder neutralisiert. Das Gemisch mit ungekochtem Parachy- 
mosin hatte jetzt seine Wirksamkeit vollig verloren, das andere 
labte die Milch in 5 Minuten. 

Bang schliebt also, dab das Parachymosin zerstort, das 
Chymosin intakt geblieben war. Er fiigt aber hinzu, daf in 
anderen Versuchen das Parachymosin bisweilen erst nach einer 
Stunde Alkaliwirkung deutlich geschadet war, immer aber mehr 
als das Chymosin. 

Der Zweck der Versuchsanordnung war, die Bedingungen 
fiir beide Enzyme mdglichst gleich zu machen. Bang selbst 
hatte gefunden, daB albumosenreiche Losungen resistenter gegen 
Alkali sind als reinere. Die Albumosen schiitzen das Enzym, 
wahrscheinlich durch Bindung von Alkali. In diesen Versuchen 
war Bang deshalb bestrebt, die von verschiedenem Albumosen- 
gehalt herriihrende Fehlerquelle zu vermeiden. 

Ich erlaube mir aber die Bemerkung, daf in Ausziigen 
der Kalbsmagenschleimhaut das Enzym nicht nur von Albu- 
mosen, sondern von vielen anderen Stoffen verunreinigt ist, 
welche vielleicht mehr wie Albumosen durch Kochen verandert 
werden. Ich erinnere nur an die oben besprochene schleimige 
Substanz. Tatsiichlich fand ich dann auch, da® beim Erhitzen 
auf 70° C. bei neutraler Reaktion wiihrend 10 Minuten meine 
Kalbsenzymlésungen sich bisweilen stark, bisweilen leicht triibten, 
mitunter auch ganz klar blieben. Man hat also das Recht nicht, 
mit Bang anzunehmen, dafi der Unterschied zwischen einer 
gekochten und einer ungekochten Chymosinlésung nur darin 
besteht, dafi in ersterer das Enzym zerstort ist. 

Wenn man annehmen diirfte, daB Ausziige der Kalbs- 
magenschleimhaut eine das Enzym gegen Alkaliwirkung schiit- 
zende Substanz enthalten, welche den Ausziigen der Schweins- 
magenschleimhaut fehlt und durch Kochen das_ schiitzende 
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Vermoégen verliert, so wire hierdurch der von Bang gefundene 
Unterschied zwischen Chymosin und Parachymosin, soweit es 
die Alkaliwirkung betrifft, erklirt. Fir diese Annahme glaube 
ich einen guten Grund beibringen zu kénnen. 

Das Filtrat einer in 0,5°/oiger HCl verdauten Kalbsmagen- 
schleimhaut wurde ohne Neutralisation etwa eine Stunde lang 
auf 80° C. erhitzt und dann neutralisiert. Beim Erhitzen und 
beim Neutralisieren blieb die Fliissigkeit vollkommen klar. In 
dem gewohnten Verhadltnis mit Milch gemischt, rief sie in 
3/3 Stunden keine Gerinnung hervor. Von dieser Fliissigkeit 
wurden 12,7 ccm vermischt mit 5 ccm einer sauren Losung 
von gereinigtem Schweinsenzym. Das Gemenge wurde mit 
2.3 eem "/10-NaHO gegen Lackmus, wie oben angegeben, beinahe 
neutralisiert. Zum Vergleich wurden 5 ecm derselben Schweins- 
enzymlésung mit 12,7 destilliertem Wasser und 2,3 ecm "/10-NaOH 
versetzt. Von beiden Mischungen wurde das labende Vermégen 
bestimmt und der EinfluB von 10 Minuten langem Erhitzen auf 
70° C. und von Alkali untersucht. 

Fir die Alkaliprobe wurde erst genau neutralisiert, dann 
wurden beide Losungen auf einen Alkaligehalt von 0,01°/o ge- 
bracht und nach einer halben Stunde durch Zusatz von ®/10-HCl 
auf dieselbe beinahe neutrale Reaktion gebracht wie zuvor. 
Da die zwei Gemische nicht gleich viel NaCl enthielten, wurde 
noch ein drittes hergestellt, aus 5 cem Schweinsenzymlésung 
und 12,7 ccm einer dem Salzgehalt des neutralisierten Kalbs- 
magenextraktes entsprechenden Kochsalzlésung, welches dann 
in ganz derselben Weise als die beiden ersten behandelt wurde. 
Die Gerinnungsproben gaben folgenden Ausschlag. 





Enzymlésung ver- - Te Nach 
sa : Nach dem Erhitzen ,; 
diinnt mit Alkalibehandlung 





WH 4a du "9 Min. 2'/2 Minuten Keine Gerinnung 
in 3's Stunden 
ae lg» Keine Gerinnung 11 Minuten 
in 2'/e Stunden 
NaCl-Lésung . . .) 50 Sek. ? | Keine Gerinnung 


in + Stunden 


4* 
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Beim Erhitzen verhielt sich also das mit Wasser verdiinnte 
Schweinsenzym als Parachymosin, nach Zusatz des erhitzten 
Kalbsmagenextraktes aber als Chymosin. Die mit Kochsalz 
verdiinnte Probe fing nach 13 Minuten an flockig zu werden, 
gerann aber nicht vollstandig. Die Méglichkeit, dab der Kalbs- 
magenauszug den schiidlichen EinfluB auf das Schweinsenzym 
beim Erhitzen seinem Kochsalz verdankte, ist also nicht ganz 
von der Hand zu weisen. Aus weiter mitzuteilenden Versuchen 
wird aber hervorgehen, da wahrscheinlich andere Bestandteile 
des Extraktes die Hauptrolle spielten. In bezug auf die Wider- 
standsfiihigkeit gegen Alkali verhielt sich das Schweinsenzym 
sowohl nach Wasser- als nach Kochsalzzusatz als Parachymosin. 
Vermischung mit dem erhitzten Kalbsmagenauszug hatte dagegen 
einen auffallenden beschititzenden KinfluB. Dal dieses schiitzende 
Vermogen dureh die Erhitzung auf 80° C. entstanden sein wiirde, 
ist wohl weniger wahrscheinlich, als dab es in Bangs soeben 
erwihntem Versuch verloren gegangen ist. Ich habe weiter 
den EinflujB von Alkali und von Erhitzen nicht wie Bang mit 
den Ausziigen, deren Zusammensetzung so kompliziert und so 
wechselnd ist, sondern mit L6sungen des moglichst gereinigten 
Schweins- und Kalbsenzyms untersucht. Das Schweinsenzym 
verhilt sich in dieser Hinsicht als Parachymosin, wie aus fol- 
genden Versuchen hervorgeht, in welehen mit Riicksicht auf 
die Frage nach der Identitaét von Lab und Chymosin auch der kin- 
fluj auf die verdauende Kraft untersucht wurde. Dazu wurden 
& ccm der fiir die Bestimmung der Gerinnungszeit beinahe neu- 
tralisierten Losung mit 2 cem HCl 2°/o versetzt. Eine solche 
Probe wurde 10 Minuten auf 70° C. erhitzt, eine andere alka- 
lisiert bis 0,01°,0 NaHO und nach '!/2 Stunde angeséiuert bis 
auf O,4°/o HCl Die Bestimmung der Gerinnungszeit fand, wie 
immer, in Doppelversuchen statt. Gefunden wurde: 


Nach Erhitzen Nach Alkalibehandlung 


Gerinnungszeit: 25 Sek. 40 Sek. Keine Gerinnung 
in 5'/2 Stunden 


Digestion in 5 Stunden: mm? 6,76 441 0 

Der Kinflu{ von Alkali und von Erhitzen auf die verdau- 
ende Kraft war demjenigen auf das labende Vermégen genau 
proportional. Nach dem Erhitzen war die Gerinnungszeit 8/5 mal 
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langer, die Fiweifiverdauung 8/5 mal weniger geworden: nach 
der Alkalieinwirkung war die Wirksamkeitin beiden Richtungen 
aufgehoben. Ein anderer Versuch gab insoweit ein abwel- 
chendes Resultat, als der Alkalieinflub, wenngleich grofer als 
die Hitzewirkung, nicht so bedeutend war als in dem vorigen. 
NachErhitzen Nach Alkalibehandlung 
Gerinnungszeit : 5—1OSek. 15 Sek. 30 Sek. 
Digestion in dStunden: mm? 11,56 7 B+ Mad | 

Dem Ausspruch Bangs «Durch die Erhitzung wird das 
Pepsin ganzlich zerstort, das Parachymosin nicht»,?) kann ich 
also nicht beistimmen. 

Bei dem Kalbsenzym waren die Befunde verschieden, je 
nachdem die Losung mehr oder weniger verunreinigt war. 
Durch Digestion bei 57° C. oder bei Zimmertemperatur bereitete 
Ausziige ertrugen Erhitzen nicht, Alkaliwirkung aber viel besser. 
Als Beispiel gebe ich einen Versuch mit einem bei Zimmer- 
temperatur bereiteten Auszug. 370 g Kalbsmagenschleimhaut 
wurden zerkleinert und mit 1 | 0.4%/oiger HCI angeriihrt. Nach 
einigen Stunden wurde filtriert und das Filtrat 24 Stunden gegen 
tlieBendes Wasser dialysiert: der dabei entstandene Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert und die Fliissigkeit bis auf 0,2° 0 
HC] angesiiuert. Nach Neutralisation mit Natronlauge wurde 
die Gerinnungszeit bestimmt und der EinflujB von Erhitzen und 
von Alkali untersucht. 

Gefunden wurde: 


Nach Erhitzen Nach Alkalibehandlung 
Gerinnungszeit: 20 Sek. Keine Gerinnung in 2 St. 35 Sek 


Der Auszug verhielt sich also als eine Chymosinlosung. 
Anders war es aber mit dem in der angegebenen Weise 
gereinigten Kalbsenzym. Dann wurde der Einfluf{ von Alkali 
viel grOBer, der vom Erhitzen aber zu gleicher Zeit kleiner. 
So fand ich bei einem mitiels Dialyse gereinigten Kalbsenzvm: 
NachErhitzen Nach Alkalibehandlung 


Gerinnungszeit : 3%2 Min. 7'e Min. Keine Gerinnung 
in 7 Stunden 
mm? verdautes Eiweih 
in 20 Stunden: 15,20 4,84 0 


') Pfliigers Archiv, Bd. LXXIX, S. 434 
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Der einzige Unterschied mit dem oben erwahnten Para- 
chymosinversuch war, dab die Enzymlésung von Anfang an eine 
schwichere Wirkung hatte. 

Ich habe diesen Versuch Ofters wiederholt und immer 
dasselbe gefunden, wenn nur das Enzym moglichst vollstandig 
gereinigt war. So fand ich ein anderes Mal: 

Nach Erhitzen Nach Alkalibehandlung 


Gerinnungszeit: 7'2 Min. 11 Min. Keine Gerinnung 
in 5'2 Stunden 


mm* verdautes Eiweif 
in) Stunden: 4 1,96 0 

Wie ich schon oben erwiihnt habe, st6Bt man bei der 
teinigung des Kalbsenzyms auf Schwierigkeiten, welche sich 
das eine Mal besser als das andre beseitigen lassen. Kin mit 
Bleiessig und Ammoniak gefilltes und weiter in der gewohnten 
Weise behandeltes Enzym gab bei der letzten Dialyse gegen 
destilliertes Wasser einen ziemlich grofen Niederschlag, der 
abzentrifugiert und in 40 ecem 0,2°/oiger HCl gelést wurde. 
Die Menge des Niederschlags lief eine grofe Konzentration 
des Enzyms erwarten, umsomehr, als die Loisung sich beim 
Neutralisieren ein wenig triibte. Die Gerinnungszeit betrug aber 
3) 2 Minuten und entsprach also der Menge der gel6sten Sub- 
stanz nicht. 

Ks war also sicher, dab das Enzym ziemlich stark ver- 
unreinigt war. Die Lésung verhielt sich nun gegen Erhitzen 
und gegen Alkali ganz wie Chymosin; die proteolytische Kraft 
war der labenden nahezu proportional. 

NachErhitzen Nach Alkalibehandlung 
Gerinnungszeit: 3'/2 Min. Keine Gerinnung 6 '/e Min. 
in 5 Stunden 


min® verd. Eiweil 
in 5 Stunden: 2,29 0 0,81 


Diese Befunde stimmen mit dem von Bang angegebenen 
Unterschied zwischen Chymosin und Parachymosin schlecht. 
Vielmehr weisen sie darauf hin, daB der Unterschied nicht in 
den Enzymen selbst, sondern in Verunreinigungen zu suchen 
sei. Daf in den Lisungen bei der oben beschriebenen Behand- 
lung etwas anderes als die Entfernung verunreinigender Stoffe 
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stattfinden wiirde, ist nicht anzunehmen, zumal in bezug auf 
die erste einfach durch Dialyse des Filtrats der verdauten Schleim- 
haut gefallte Portion des Enzyms. 

Da ich bei der Enzymbereitung aber von bei Kérpertem- 
peratur bereiteter Schleimhaut ausging, wiaihrend Bang bei 
Zimmertemperatur bereitete Ausztige gebrauchte, habe ich auch 
aus einem so erhaltenen Extrakt das Enzym bereitet. 350 g 
zerhackte Kalbsmagenschleimhaut wurde mit 1 | 0.4 °/viger HEI 
angerthrt. Nach einigen Stunden Stehen bei Zimmertemperatur 
wurde filtriert. Das klare Filtrat zeigte deutliche Chymosin- 


reaktion: 
Nach Erhitzen Nach Alkalibehandlung 
Gerinnungszeit: 15 Sek. Keine Gerinnung in ‘/2 St. 15 Sek. 


Der Auszug wurde 2 Tage gegen fliebendes Wasser dialy- 
siert. Es bildete sich ein Niederschlag, welcher abzentrifugiert, 
in wenig 0,2°/oiger HCl aufgelost und filtriert wurde. Diese 
Losung wurde 24 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert 
und der jetzt entstandene Niederschlag in 0,2 °/oiger HCI gel6st, 
neutralisiert und in der gewohnten Weise untersucht. 

Gefunden wurde: 


Nach Erhitzen Nach Alkalibehandlung 
Gerinnungszeit: 10 Sek. 1242 Min. Keine Gerinnung in 30 Min. 


Wenn auch die Erhitzung betriichtlich geschadet hatte, 
so hatte die Wirkung doch viel weniger abgenommen als bei 
demselben Enzym vor der Reinigung. Im Verhalten gegen Er- 
hitzen und noch viel mehr gegen Alkali ist es dem Parachy- 
mosin sehr éhnlich geworden. Es ist wohl nicht sehr gewagt, 
anzunehmen, dab es vollig damit tibereinstimmen wiirde, wenn 
es méglich wire, es ganz von Verunreinigungen zu_befreien. 
Die Handelspraéparate von van Hasselt und von Hansen habe 
ich auf dieselbe Weise untersucht. 

In 24 Stunden gegen fhebendes Wasser dialysiertem Lab 
von van Hasselt wurde durch Zusatz von verdiinnter Essig- 
siure ein Niederschlag hervorgerufen. Derselbe wurde abzentri- 
fugiert, in Wasser aufgeschwemmt, wieder zentrifugiert und in 
0.2°/oiger HCl gelost. Zum Vergleich wurde ungereinigtes Lab, 
zehnmal mit Wasser verdiinnt, untersucht. 
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Gerinnungszeit Nach Erhitzen Nach Alkalibehandlung 
Ungereinigt : 45 Sek. Keine Gerinn. in 1' St. 45 Sek. 
Essigs. Niederschl.: 45 » Y Min. 7 Min. 


Das Handelslab gab also Chymosinreaktion: gereinigt naherte 
das Enzym sich zum Parachymosin. 

In gleicher Weise behandelt, nur nach der Fillung mittels 
Essigsiiure nicht mit Wasser ausgewaschen, war das Hanse- 
sche Lab wohl weniger resistent gegen Alkali geworden, die 
Empfindlichkeit gegen Erhitzen war aber dieselbe geblieben. 
Nun wurde der in HCI geloste Essigsiiureniederschlag 24 Stunden 
geven destilliertes Wasser dialysiert. Der jetzt entstandene Nieder- 
schlag stimmte in seinen Eigenschaften mit Parachymosin tberein. 
Zum Vergleich wurde mit Wasser verdiinntes Lab von Hansen 


gebraucht. 
Gerinnungszeit Nach Erhitzen Nach Alkalibehandlung 
Ungereinigt : 30 Sek. Keine Gerinnung 4O Sek. 
1. Niederschlag: 30) » > > 1°/s Min. 
2 . > 1's Min. 5' 2 Min. 13 > 


Auch diese Handelspriiparate verlieren also durch Reini- 
gung die von Bang als charakteristisch fiir Chymosin betrach- 
teten Kigenschaften in bezug auf die Einwirkung von Hitze und 
von Alkali. 

Die Unterschiede in bezug auf diese beiden Einwirkungen 
miissen also nicht dem Enzym selbst, sondern Beimischungen, 
welche aus den vom Kalb herstammenden Enzymlosungen be- 
sonders schwer zu entfernen sind, zugeschrieben werden, und 
geben keinen Grund, um mit Bang zwei verschiedene Arten 
von Lab, Chymosin und Parachymosin anzunehmen. Es bleibt 
zur Begriindung dieses Unterschiedes nur noch das verschiedene 
Verhalten bei Verdiinnung und bei CaCl,-Zusatz tibrig. Wie 
oben angefiihrt ist, kann der Effekt von Chlorcaleitum auf den 
Kinflu{ der Verdiinnung zuriickgefiihrt werden und ist dieser 
Kinflufs selbst mit Alkaliwirkung in Zusammenhang zu bringen, 
auch wenn das Alkali nur zur Herstellung der neutralen Reak- 
tion hinreicht. 

Ich betone nochmals, daB neutrale Reaktion ebensoweniz 
gleichgiiltig ist fiir das Enzym als alkalische. 
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Pawlow fand, daf Neutralisation mit Na,CO, Zerstorung 
des Enzyms zur Folge hatte. Dieser Forscher arbeitete mit 
dem Magensaft des Hundes, der wenig Beimischungen enthalt. 
Ich habe auch einige Male die Gelegenheit gehabt, Magensaft 
des Hundes zu untersuchen, und fand, dai es bei kriiftig ver- 
dauender und nach Neutralisation mit CaCO, labender Wir- 
kung nur sehr schwache Wirkung zeigte, wenn es mit Natron- 
lauge neutralisiert war. Becker!) fand, dab die Wirkung des 
Enzyms weniger kriftig war, wenn er es neutralisierte und 
dann mit angesiiuerter Milch mischte, als wenn er die saure 
Enzymlésung zu gewOhnlicher Milch hinzusetzte, und er konnte 
Verringerung der Wirksamkeit feststellen, wenn er den Saft 
erst neutralisierte und dann wieder ansiiuerte. Ich werde weiter 
unten noch andere Beobachtungen mitteilen, aus welchen die 
von Pawlow schon so nachdriicklich betonte Tatsache hervor- 
geht, daf Alkali dem Enzym nicht nur schadet, wenn es im 
UbermaB vorhanden ist, sondern auch schon, wenn es die friiher 
vorhandene Siiture genau neutralisiert. 

Uber die Art und Weise, wie das Alkali auch in neutraler 
Losung ftir das Enzym von Bedeutung sein kann, werde ich 
keine Vermutung aubern. Dab aber, sobald Na- und OH-lonen 
zu gleicher Zeit in der LOsung vorhanden sind — und das ist 
auch nach Neutralisation mit Natronlauge der Fall — das Enzym 
Gefahr liiuft, ist sicher. Wenn ich nun glauben darf, nachge- 
wiesen zu haben, dali in den Lésungen, welche Bang Para- 
chymosinlésungen genannt hat, gewisse Stoffe ganz oder nahezu 
fehlen, welche in den «Chymosin»-L6sungen enthalten sind und 
imstande sind, das Enzym fiir den schiadlichen Einflub alkalischer 
Reaktion — eines Ubermafes also von Na- (oder K-) und OH-lonen 
zu schiitzen; wenn man weiter bedenkt, dali es eben die an 
diesen Stoffen armen, die Parachymosinlésungen sind, welche 
von der Verdiinnung am meisten leiden, so scheint es mir nicht 
zu gewagt, anzunehmen, dal auch der bei der Verdiinnung ge- 
fundene Unterschied nicht in dem Enzym selbst, sondern in 
Beimischungen gelegen ist. 


‘) Hofmeisters Beitrage, Bd. VII, S. 115. 
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Dai auch der Unterschied in bezug auf den Verlust an 
Wirksamkeit durch Erhitzung an Beimischungen zugeschrieben 
werden muf, geht, wie ich glaube, aus meinen Versuchen deutlich 
hervor. In den «Chymosin»-Lésungen finden sich Stoffe, welche 
die Verringerung des Enzymgehaltes beim Erhitzen fordern. Je 
besser diese Stoffe entfernt werden, umsomehr verschwindet 
auch dieser Unterschied zwischen Chymosin und Parachymosin. 

Meine Schlubfolgerung ist also, daB man keinen Grund 
hat, in dem Magensaft verschiedener Tierarten zwei verschiedene 
Arten von Labenzym, Chymosin und Parachymosin anzunehmen, 
dal, soweit jetzt bekannt, das durch die Magenschleimhaut 
gelieferte Labenzym nur durch das Wort Chymosin angedeutet 
werden kann. 

Jetzt komme ich zu der Frage, ob man das Recht hat, 
Pepsin und Chymosin als zwei gesonderte Enzyme, als zwei ver- 
schiedene Stoffe zu betrachten. 

Ks ist bis jetzt nicht gelungen, durch eine vollstindige 
Trennung des Enzyms in ein nur proteolytisch, ein anderes nur 
labend wirkendes Enzym die Dualitét einwandfrei nachzuweisen. 
Wie oben mitgeteilt, ist es auch mir nicht gelungen, die An- 
gabe Bangs, man sei imstande, «sich in zwei Minuten durch 
Erhitzen ein pepsinfreies Parachymosin zu verschaffen und nach 
Digestion von zwei Tagen ein Kalbspepsin zu bereiten, welches 
nach der Neutralisation mit CaCO, keine Milch koaguliert»,') 
zu bestiitigen. 

Ich habe die Trennung noch in anderer Weise versucht. 
Erstens habe ich ein auch schon von Jacoby?), allerdings 
ohne positiven Erfolg angewandtes Mittel gebraucht. Es ware 
niimlich mdéglich, dab, wenn Pepsin und Chymosin zwei ver- 
schiedene Stoffe sind, das Vermégen von Eiweifstoffen, Pepsin 
festzuhalten, sich nicht auch auf Chymosin beziehen wirde. 
Ebenso aber wie Jacoby in bezug auf Casein, fand ich, dai 
Hiihnereiweil einer Enzymlisung sowohl die labende als die 
proteolytische Kraft entzieht. Von einer Losung des gereinigten 
Schweinsenzyms in 0,2 °/oiger HCl, welche in 5 Stunden 2,1 mm 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 360. 
2) Biochem. Zeitschrift, Bd. I, S. 66, 
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EiweiB verdaute und, mit CaCO, neutralisiert in 20 Sekunden, 
bei saurer Reaktion nach zweimaliger Verdiinnung mit Wasser 
in 15 Sekunden die Milch koagulierte, wurden 22 ccm mit ge- 
kochtem und fein zerriebenem Htihnereiweifi angeriihrt und an 
einen kiihlen Ort gestellt. Nach 21 Stunden wurde filtriert. Das 
Volumen des Filtrats betrug 21 cem. In der iiblichen Weise mit 
Milch vermischt, rief dieses Filtrat weder nach Neutralisation 
mit CaCO,, noch bei saurer Reaktion, mit 2 Volumen Wasser 
verdiinnt, oder sogar unverdiinnt, in 5—6 Stunden Gerinnung 
hervor. Von den Mettschen Roéhrchen verdaute es in 21 Stunden 
0.33 mm. Das abfiltrierte EiweiB wurde, nach Zusatz von 21 mm 
0,2 °/oiger HCI, in den Brutofen gestellt und war nach 24 Stunden 
vollig gelost. 

Zweitens habe ich versucht, ob Pepsin und Chymosin 
mittels Dialyse zu trennen seien. Wenn das Enzym in 0,2°/oiger 
HCI gelost, gegen destilliertes Wasser dialysiert wird, bildet sich 
ein Niederschlag, am reichlichsten, wenn die Aciditiit im Dialy- 
sator auf 0,02°/o HCl herabgefallen ist und bei niedriger Tem- 
peratur. Dennoch, wie giinstig die Bedingungen auch sind, das 
Enzym scheidet sich immer nur teilweise aus; ein betrichtlicher 
Teil bleibt gelést und kann dann, wenn wenigstens die Losung 
nicht viel Verunreinigungen mehr enthélt, mittels Halbsiittigen 
mit Ammonsulfat ausgesalzen werden. 

Enthalt nun die der Dialyse unterworfene Losung zwel 
verschiedene Enzyme, Pepsin und Chymosin, so ist es wohl 
nicht unwahrscheinlich, dai dieselben nicht genau gleich léslich 
sein werden in 0,02 °/oiger HCI, daB also das eine im Niederschlag, 
das andere im Filtrat des Dialysatorinhalts in groberer Menge 
vertreten sein wird. Durch Losen des Niederschlags in 0,2°/o1ger 
HCl und nochmaliges Dialysieren wiirde dann ein Niederschlag 
erhalten werden, der das weniger lésliche Enzym in relativ 
noch grOberer Menge enthielt. Einige Male wiederholt, wiirde 
diese Operation schlieflich zu einem Niederschlag fiihren, der 
die Eigenschaft des weniger léslichen Enzyms in viel héherem 
Mabe zeigen wiirde, als diejenige des leichter léslichen. 

Von diesem Gedanken ausgehend, habe ich eine betriicht- 
liche Menge mioglichst gereinigtes Schweinsenzym in 0,2°/oiger 











60) J. W. A. Gewin, 


HC) aufgel6st und dialysiert. Das Filtrat und ein kleiner Teil 
des wieder in 0,2°/oiger HCl gelésten Niederschlages wurden 
fiir die Bestimmung der Verdauungsgeschwindigkeit und der 
Gerinnungszeit gebraucht. Fiir die erstgenannte Bestimmung 
wurde das Filtrat wieder auf 0,2°/o HC! gebracht, fiir die 
Koagulationsprobe wurden beide Lésungen mit CaCO, neu- 
tralisiert. Der iibrige Teil der LOsung des Niederschlages wurde 
wieder dialysiert und das nach 24 Stunden ausgeschiedene 
Knzym mit dem neuen Filtrat verglichen. Die Menge des Enzyms 
reichte hin zur sechsmaligen Wiederholung dieser Operation. 
Der Befund war folgender: 
Niederschlag Filtrat 


ee ee { Verdauung in min 7.7 8 in dStunden 
Nach der 1. Dialyse Mle 
*" | Gerinnung sofort sofort 
" { Verdauung 7,1 64 5 » 
- | Gerinnung sofort 5 Sek. 
P j Verdauung 6 48 » 5 
| | Gerinnung 5 Sek. 10 Sek. 
, { Verdauung 6,3 63 » 5 » 
- . . ’ 
| Gerinnung 10 Sek. sofort 
{ Verdauung 6.1 52 »5 » 
D. ae: * Sriasiot 
) Gerinnung 10 Sek. 15 Sek. 
Verdauung 5,6 46 » 5 » 
6 . 
) | Gerinnung 15 Sek. 10 Sek. 


Ks ist klar, dai von irgend einer Anreicherung des Nieder- 
schlages in der einen oder der anderen Richtung infolge der 
wiederholten Fiillung keine Andeutung zu finden ist. Enthie!! 
die dialysierte Lésung zwei Enzyme, Pepsin und Chymosin, 
von denen das eine bei der Dialyse sich leichter als das andere 
ausscheiden wirde, so wiire doch nach sechsmaliger Ausfallung 
das Verhiiltnis zwischen der proteolytischen und der labenden 
Wirkung nicht unveriindert geblieben. Zwar findet man in 
obigen Zahlen nicht den Ausdruck einer genauen Proportionalitat. 
Das wiire auch bei der in allen Proben hohen Enzymkonzen- 
tration, wobei die den Bestimmungen anhaftenden Fehlerquellen 
einen betriichtlichen Wert erreichen, nicht zu erwarten. Das 
ist aber klar, daly vom Anfang bis zum Ende des Versuchs 
proteolytische und labende Wirkung in ungefihr gleicher Kratt 
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nebeneinander bestehen blieben. Wenn also Pepsin und Chymosin 
zwei verschiedene Stoffe sind, so muf man auch annehmen, 
dali sie in bezug auf die Loslichkeit in 0.02°/oiger HC! unter 
sich nicht merkbar verschieden sind. 

In allen Fiillen, wo man bis jetzt geglaubt hat, in einer 
Enzymloésung entweder nur proteolytisches oder nur labendes 
Vermégen annehmen zu diirfen, hat sich nachweisen lassen, 
daB auch die fehlende Enzymwirkung durch Beseitigung von 
hemmenden Beimischungen hervorgerufen werden kann. Das 
giit auch vom einige Tage bei saurer Reaktion digerierten 
Kalbsmagenschleimhautauszug, welcher, wie Hammuarsten fand, 
nach Neutralisation keine, oder so gut wie keine Labwirkung 
mehr besitzt. Aus einem solchen Auszug /ilit sich. wie aus 
meinen oben mitgeteilten Versuchen hervorgeht, nach der von 
Pekelharing angegebenen Methode ein Enzym_ bereiten, in 
welchem die labende Eigenschaft ebenso gut vertreten ist. als 
die proteolytische. Damit ist aber die Identitat von Pepsin und 
Chymosin nicht bewiesen. Es wire denkbar, dali bei der Digestion 
des Infuses das Chymosin tatsichlich teilweise zerstOrt worden 
war ohne Sehidigung des Pepsins, und dali bei der Dialyse nur 
Pepsin und Chymosin zusammen in festem Verhiltnis ausgefallt 
wurden, indem der Uberschub von Pepsin gelést blieb und sich 
dadurch der Beobachtung entzog. Man wird aber zu derartigen 
Hypothesen erst dann seine Zuflucht nehmen, wenn es feststeht, 
dah bei der Digestion in saurer Losung das Chymosin, nicht 
aber das Pepsin zerstOrt wird. 

Das ist nun nach Schmidt-Nielsen der Fall.!) Dieser 
Forscher digerierte mit Salzsiiture angesiiuerte Kalbsmagen- 
infusionen so lange bei 40° C., daf ihre labende Wirkung sehr 
stark herabgesetzt war. Dieses Infus und ein anderer, nicht 
erwirmter Teil desselben wurden mit "/1o-NaHO gegen Lackmus 
neutralisiert. Der nicht erwirmte Teil wurde dann so weit ver- 
diinnt, dab er ebenso schwach labte als der erwirmte. Dann 
wurden beide Losungen auf einen Gehalt von 0.1°o HCi ge- 
bracht und mit in Salzsiiure gequollenen Fibrintlocken auf ihren 
Pepsingehalt gepriift. Auch wurde das labende Vermogen bet 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XLVI, S. 92. 
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saurer Reaktion, durch Mischung der neutralisierten Losungen 
zu angesiuerter Milch, bestimmt. Das Resultat war, daB bei 
gleich schwacher Labung in neutraler Lésung das erwiérmte 
Infus immer viel kriiftiger Fibrin verdaute und bei saurer 
Reaktion labte, als die mit Wasser verdiinnte, nicht erwarmte. 
Der Schlub ist, day beim Erwérmen des Infuses das Chymosin 
groBtenteils zerstort worden ist, das Pepsin, dem auch die Ge- 
rinnung der Milch in saurer LoOsung zugeschrieben wird, aber 
nicht, dafi also die Identitaét von Pepsin und Chymosin mit Be- 
stimmtheit in Abrede gestellt werden muff. 

Wie schlagend die von Schmidt-Nielsen angefiihrten 
Griinde auch scheinen, machten doch meine Erfahrungen tiber 
den Einfluf von Alkali, auch wenn dasselbe nur bis zur Neu- 
tralisation der Enzymlésung zugesetzt wird, mich zweifeln, ob 
nicht eine andere Erklarung seiner Befunde mdglich war. Das 
Kalbsmageninfus enthilt Stoffe, welche das Enzym gegen die 
Einwirkung von Alkali zu schiitzen imstande sind. Es war 
fraglich, ob diese Stoffe bei liingerer Digestion bei K6rper- 
temperatur unveriindert bleiben. Widrigenfalls wiirde Neutrali- 
sation der digerierten Losung einen anderen EinfluBg auf das 
Enzym haben, als Neutralisation des in der Kilte aufbewahrten 
Infuses. Diese Erwigung ftihrte mich zu folgenden Versuchen. 

Kine ziemlich konzentrierte LOsung von gereinigtem Kalbs- 
enzym in 0,2°/oiger HCl (ich erinnere daran, dai das Enzym 
vom Kalb nicht so gut zu reinigen ist, als dasselbe vom Schwein) 
wurde in zwei Teile verteilt. Der eine Teil wurde in den Brut- 
ofen gestellt bei 37° C., der andere in kalter Umgebung aul- 
bewahrt. Tabelle 1 A gibt die Zahlen an, welche bei der Priifung 
des labenden und des proteolytischen Vermogens der digerierten 
Losung gefunden wurden. An den in Stab 1 angegebenen 
Tagen wurde je eine Probe der Losung in zwei Teile verteilt. 
Der eine Teil wurde neutralisiert und mit destilliertem Wasser 
auf das doppelte Volumen gebracht ftir die in Stab 2 erwahnten 
Bestimmungen. Zu je 9 ccm der neutralisierten L6sung wurde 
1 cem 2°%/oiger HCl zugesetzt fiir die Bestimmung der Proteo- 
lyse. Zum Vergleich wurde die Proteolyse, ohne vorhergehende 
Neutralisation, in derselben Digestionsphase bestimmt (Stab +). 
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Hierzu gebrauchte ich je 4!/2 cem der sauren Euzymlésung 
mit 5'/2 ecm 0,2°/oiger HC! verdiinnt, sodab die Konzentration 
dieselbe war als in den unter 3 angegebenen Proben. Dann 
wurde (Stab 5) wieder die saure Enzymlésung gebraucht, 
unter Zusatz jedoch von soviel Kochsalzlésurg, dafi die Kon- 
zentration in bezug auf Enzym, HC] und auberdem NaCl, der- 
selben der in 3 gebrauchten Lésung gleich war. Stab 6 gibt 
die ftir 2 und 3 gebrauchten Fliissigkeitsmengen und 7 die 
Gerinnungszeit der mit zehnfach verdiinntem Handelslab  ver- 
muischten Mileh, zur Kontrolle. Die ersten Bestimmungen, am 
14. April, fanden statt, bevor die L6sung in den Brutofen ge- 
stellt wurde. 

Vergleicht man Stab 2 mit Stab 4, so sieht man in den 
ersten Tagen keine grofe Abnahme der Labwirkung im Ver- 
hiiltnis zu der Proteolyse. Im Gegenteil, die proteolytische 
Wirkung nimmt eher ein wenig mehr ab als die labende. Am 
22. April hat sich dies plotzlich geiindert: wiihrend die Kiweil)- 
verdauung nur unbedeutend verringert ist seit der vorigen be- 
stimmung, erfordert die Gerinnung 4mal soviel Zeit. Mit der 
Hammarstenschen Auffassung ist das schwer in Einklang zu 
bringen. Wenn das Lab dureh die Digestion zerstort wird, 
wiirde man doch einen allmiihlichen Fortschritt der ZerstOrung 
erwarten, und nicht erst eine Abnahme_ ungefiihr der Auto- 
digestion des Pepsins parallel laufend und dann, nach Verlaut 
einiger Tage, eine viel grébere. Viel leichter dagegen Ist die 
Erkliirung bei der Annahme, dafi die Lésung das Enzym gegen 
die Neutralisation schiitzende Stoffe enthiilt, welche bei der Di- 
gestion zersetzt werden. So lange diese Stoffe in reichlicher 
Menge da sind, ertriigt das Enzym die Neutralisation. Ist aber 
nach tagelangem Digerieren der Vorrat verbraucht, so treten 
die schiidlichen Folgen des Alkalizusatzes ans Licht. Diese Er- 
kliirungsweise wird umsomehr einleuchtend, wenn man Stab 5 
mit Stab 4% vergleicht. In den ersten Tagen war die proteo- 
lytische Wirkung der vorher neutralisierten LOsung nur weni¢ 
herabgesetzt, am 20. April ist der Unterschied zwischen Stab 5 
und Stab 4 noch gering und 2 Tage spiiter findet man, 11 
Ubereinstimmung mit der sprungweisen Verlaingerung der (v- 
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rinnungszeit, fiir die vorher neutralisierte Losung eine 8mal 
geringere Verdauung als fiir die nicht neutralisierte. Dab das 
bei der Neutralisation entstandene NaCl nicht die Ursache war 
der geringen Verdauung, geht aus den Zahlen vom 23. April, 
Stab 3 und 5 hervor. Zwar hemmte das Kochsalz die Ver- 
dauung, die Wirkung des neutralisierten Enzyms war aber doch 
Qmal geringer als diejenige des nicht neutralisierten, welches 
ebensoviel Kochsalz enthielt. Zwischen 20. und 22. April war 
also der Gehalt an schiitzenden Stoffen soviel geringer ge- 
ringer geworden, dali das Alkali das Enzym, das proteolytische 
sowohl als das labende, angreifen konnte. Ist diese Auffassung 
richtig, so miiBte auch eine nicht erwirmte Enzymlésung groBeren 
Widerstand gegen neutralisieren mit Alkali zeigen, auch wenn 
sie zuvor mit Alkali neutralisiert worden war. Der Pepsin- 
gehalt der erwiirmten LOsung war am 23. April bis etwa !\6 
herabgesetzt. Der bei niedriger Temperatur aufbewahrte Teil 
der L6sung wurde dementsprechend 6 mal mit 0,2°/oiger HCI ver- 
diinnt und in derselben Weise als der erwirmte Teil gepriift. 
Das Ergebnis findet man in Tab. I, b. Die proteolytische Wir- 
kung der sauren LOsung ist ungefiihr ebenso grof als die- 
jenige der erwiirmten Lésung am 23. April und in den mit 
NaCl versetzten Proben sind die Zahlen genau dieselben. Der 
KinfluB der Neutralisation auf die verdauende Kraft ist aber 
viel geringer und in Ubereinstimmung damit ist die Gerinnungs- 
zeit bei neutraler Reaktion viel kiirzer. In dieser L6sung hat 
also die proteolytische sowohl als die labende Wirkung viel 
grOBeren Widerstand gegen Neutralisation als in der erwiirmten. 

Kine neue Versuchsreihe (Tab. Il) ergab ganz dasselbe. 
Ks wurde hier auch die labende Wirkung bei saurer Reaktion 
gepruft. 

Am 1. Mai wurde die LOsung in den Brutofen gestellt, 
nachdem ein Versuch angestellt war. 

An den in Stab 1 angegebenen Tagen wurden 10 ccm der 
LOsung abgemessen, mit ®/10-NaHO neutralisiert und mit destil- 
liertem Wasser bis zum doppelten Volumen verdiinnt (Stab 13). 
Die neutralisierte LOsung wurde in 4 Portionen geteilt: 2 a 
2 ccm fiir die Bestimmung der Labungszeit bei neutraler Reak- 
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tion (Stab 2), 1 4 9 ccm, welche nach Zusatz von 1 cem 2°/oiger 
LiCl fir die Bestimmung der Proteolyse verwendet wurde (Stab 5), 
und 1 a 6 ccm, welche mit 0,3 eem 2°/oiger HCl auf eine 
Aciditat von 0,1°/o gebracht wurde. Mit dieser letzten Portion 
wurde dann die Labung bei saurer Reaktion bestimmt, wozu 
in 2 Proben 2 ccm angesiuerte Loésung gebraucht wurden 
‘Stab 3); in 2 anderen 0,4 ccm, mit 1,6 ecm destilliertem Wasser 
verdiinnt (Stab 4). Die Zahlen des 6., 7. und 8. Stabes geben 
die Wirkung der sauren Enzymlésung an, nachdem so viel 
Kochsalz zugesetzt war, als in der entsprechenden Losung des 
3., 4. und 5. Stabes vorhanden war. Die saure LOsung wurde 
dazu 2 mal verdiinnt mit einer NaCl-Lésung, welche 2 mal so 
viel Kochsalz enthielt als die neutralisierte Enzymlisung. Die 
Labung wurde dann bestimmt mit 2 ccm dieses Gemisches und 
mit O,4 cem nach Zusatz von 1,6 cem Wasser (Stab 6 und 7), 
die Proteolyse mit 9 ccm nach Zufiigen von 3/2 ccm 2°/oiger 
HCl und '/2 eem 0,2°/oiger HCl (Stab 8). In Stab 9, 10 und 
11 wurde nur der Enzym- und Siéuregehalt durch Wasser- resp. 
Salzsiiurezusatz mit demjenigen der vorigen Proben ausgeglichen. 
Dazu wurde genommen 1 ccm saure Lésung -}- 1 ccm Wasser 
Stab 9), 0,2 cem Lésung + 1,8 cem Wasser (Stab 10) und 
i'i2 eem Lésung + 5'/2 cem 0,2°/oiger HCl (Stab 11). Diese 
Versuchsanordnung gestattet eine Beurteilung der labenden Wir- 
kung in den verschiedenen Phasen der Digestion, bei neutraler 
eaktion, bei saurer Reaktion, nachdem die Losung neutralisiert 
eewesen war, und bei saurer Reaktion, mit und ohne Zusatz 
von Kochsalz. Was die proteolytische Wirkung anbetrifft, konnte 
ich dasselbe bestimmen. 

Stab 2, 5, 8 und 11 ergeben wieder dasselbe als Tab. 1: 
die labende Wirkung bei neutraler Reaktion wird in den ersten 
3 Tagen herabgesetzt, proportional der Pepsinwirkung bei saurer 
l\eaktion, ohne Unterschied, ob NaCl zugesetzt ist oder nicht, 
und ob die Lésung neutralisiert gewesen ist. Nach einer Di- 
gestion von 5 Tagen hort die Proportionalitét des 2. mit dem 
‘. und 11. Stabe auf, mit dem 5. dauert sie noch fort. Die 
Zahlen des 8. und 11. Stabes ergeben, dai der Kochsalzzusatz 


(ie Proteolyse nahezu bis zur Hilfte herabsetzt, die des 5. 
o* 
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und 8. Stabes, dali Neutralisieren in den ersten 3 Tagen keine 
andere Einwirkung auf das proteolytische Enzym hat, als die, 
welche vom entstehenden Kochsalz abhangig ist. Nach 5 Tagen, 
der starken Abnahme der labenden Kraft entsprechend, macht 
die Neutralisation sich auch auf das proteolytische Enzym 
viel mehr geltend. Die bei der Tab. | gegebene Deutung erkliirt 
auch hier den Befund. Daf die Periode., in welcher die Neu- 
tralisation wenig einwirkt, in der ersten Tabelle 6 Tage, hier 
3 Tage dauert, fiihrt zu der Folgerung, daB die hier verwen- 
dete LOsnng weniger schiitzende Substanz enthielt als die vorige. 

Vergleicht man auch die labende Wirkung bei saurer 
Reaktion in den verschiedenen Phasen (Stab 3, 6 und 9 und 
Stab 4, 7 und 10), dann sieht man, dai der Kochsalzzusatz 
die Labungszeit nicht viel aéndert, dafi Neutralisieren hingegen 
die Wirkung sehr verzogert, wenn die Lésung liingere Zeit 
digeriert worden ist. Dies stimmt mit dem Befunde bei der 
proteolytischen Wirkung iiberein. 

Die Versuche der II. Tabelle sind wieder eingerichtet 
wie die der Il. Tabelle. Nur wurde fiir Stab 4, 7 und 10 eine 
stiirkere L6sung gebraucht. Ebenso wie in den Versuchen 
Sehmidt Nielsens wurde ein Teil der Lésung in Eis aufbe- 
wahrt: hiervon wurde jedesmal 5 cem neutralisiert mit 2,6 ccm 
N/yo-NaHO und dureh Zusatz von 2,4 ecm destilliertem Wasser 
auf ein Volumen von 10 cem gebracht (Stab 13 b). Diese neu- 
trale LOsung wurde dann mit einer entsprechenden Kochsalz- 
losung 2, 3 und 6 mal verdiinnt (Stab I B) und fiir die Proben 
zum ‘Teil wieder angesiiuert und verwendet in demselben Ver- 
haltnis als die neutralisierte LOsung bei A. 

Zu den Proben des 6. bis 11. Stabes wurde die saure 
Losung 2, 3 und 6 mal verdiinnt mit 0,2°/oiger HCl und weiter 
behandelt als die saure digerierte L6sung von Stab 6 bis 11... 

Vergleicht man Tab. Il] A und B, so sieht man, wie i 
Tab. 1, daf Neutralisieren mehr Effekt hat in der digerierten 
Losung als in der verdiinnten, sowohl auf labende als auf pro- 
teolytische Wirkung. 

Kin Ergebnis verdient noch nahere Beachtung. Als dic 
Digestion lange gedauert hat, und die Zeiten fiir die Labung 
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bei neutraler Reaktion sehr lange geworden sind, so sieht 
man, dafi die Digestionsproben mit nach der Neutralisation 
wieder angesauerter Lésung proportional zu hohe Zahlen geben 
(Tab. I] 8. Mai, Tab. II] 3. Juni.) Dies kann wohl erklart werden. 
Abgesehen davon, dab bei so schwacher Wirkung die Koagu- 
lation der Milch und die Lésung von Eiweif keine gleich genau 
Reaktionen sind, zur Bestimmung der Enzymkonzentration, 
worauf schon von Pawlow hingewiesen ist, so muf man woh! 
im Auge behalten, daf die neutralisierte Lésung fiir die Digestions- 
probe wieder angesiiuert wird. Zwischen der Neutralisation und 
dem Ansiéuern verliefen niemals mehr als einige Minuten. ks 
ist also sehr wahrscheinlich, dafB das Enzym in der ange- 
siiuerten LOsung weniger von der Neutralisation geschadet wird. 
als der Teil, welcher fiir die Labung bei neutraler Reaktion 
verwendet wurde. Fuld!) hat ja gefunden, daf der Zer- 
storung durch Alkali eine reparabele St6rung voran geht. 

So kann es auch verstanden werden, dab Schmidt - 
Nielsen Ergebnisse erhielt, die ihn zum Schluf fiihrten, dat 
Pepsin und Chymosin zwei verschiedene Stoffe sind. Er teilte 
eine konzentrierte Kalbsenzymlosung in zwei Portionen; die 
eine wurde digeriert, die andere in Eis aufbewahrt. Als nun 
die digerierte LOsung ihre labende Kraft bei neutraler Reaktion 
grobtenteils verloren hatte, wurden beide LOsungen neutralisiert. 
Die nicht digerierte Losung wurde so weit verdiinnt, dab sic 
in derselben Zeit (4—6 Stunden) Milch zur Gerinnung brachte, 
als die digerierte. Von beiden Lésungen wurde dann ein Teil 
angesduert zur gleichen Aciditét und die proteolytische Wirkung 
mit Fibrinflocken bestimmt. Er fand, daf die digerierte Losung 
in kiirzerer Zeit das Fibrin léste, als die nicht digerierte, und 
daraus schliebt er, dafs bei der Digestion mehr Lab als Pepsin 
zerstort wurde. Nach dem oben Gesagten meine ich, dafi mai 
dies so zu erkliren hat: in der digerierten L6sung wird dus 
Enzym durch Neutralisieren abgeschwiicht, durch darauffolgendes 
Ansiiuern wird aber ein Teil behalten, der imstande ist, eine 
Fibrinflocke in ziemlich kurzer Zeit zu lésen, wihrend in der 
nicht digerierten Lésung das Enzym durch Neutralisieren weniger 


') Ergebn. der Physiol., 1. Jahrg., 1. Abt., S. 50. 
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geschadet wird, und labende und proteolytische Wirkung durch 
Verdiinnen in gleichem Mae abnehmen. 

Aus Tabelle [Il geht hervor, dafi dies auch wirklich so 
ist. Die Versuchsanordnung war zum Teil derjenigen Schmidt- 
Nielsens gleich. Die Ergebnisse sind auch dieselben. Zum 
Beispiel: Am 31. Mai hat die labende Wirkung bei neutraler 
Reaktion auf 1/7 abgenommen; wird die Losung wieder ange- 
siiuert, so digeriert sie 1,1. Nach Schmidt-Nielsen mu} man 
also die nicht digerierte LOsung siebenmal verdiinnen. Dazu 
kann man aus Tabelle III B die sechsfache Verdiinnung nehmen: 
hier war die Labungszeit 10 Minuten, die Proteolyse 0,49. 

Schmidt-Nielsen wiirde daraus schlieben, dab die dige- 
rierte Lésung bei nahezu gleichem Labgehalt zweimal so viel 
Pepsin enthielt. Beobachtet man aber auch die Zahlen in 
Stab 2 A, so sieht man, daf die proteolytische Wirkung der dige- 
rierten Lésung eigentlich nicht 1,1, sondern 4,2 war. Die Zahl 
1,1 ist nur vom Neutralisieren abhiingig, die Zahl 13 in Stab 2 A 
wird also auch wohl zum groBten Teil von der Neutralisation 
bedingt sein. In der verdiinnten L6sung ist der EinfluB des 
Neutralisierens geringer (1,21 und 0,49) und, wie aus Stab 8 B 
hervorgeht, nahezu ganz dem entstehenden Kochsalz zuzu- 
schreiben, was in der digerierten LOsung nicht der Fall ist. 
ich schlieBe also daraus, das die Wirkung der neutralisierten 
digerierten und der neutralisierten verdiinnten Losung gar keine 
Konklusion tiber die Abnahme des proteolytischen und labenden 
Knzvms durch Digestion rechtfertigt. 

Macht man umgekehrt die proteolytische Wirkung der 
nicht digerierten Losung durch Verdiinnen mit 0,2°/oiger HCl 
derjenigen der digerierten Lésung gleich, so findet man das 
tolgende: Am 31. Mai hatte der Pepsingehalt der digerierten 
Losung auf die Hilfte abgenommen (Stab 2 A). Wurde die 
in der Kalte aufbewahrte L6sung zweimal mit Salzsaéure ver- 
diinnt, so ergab sie dementsprechend die Zahl 4,41 (Stab 2 B). 
Die digerierte und die verdiinnte Lésung enthielten also sicher 
eine gleiche Quantitét Pepsin. In den entsprechenden neutrali- 
sierten Losungen findet man fiir die verdtinnte Losung starkere 
?roteolyse und Labung als in der digerierten. Dali keine Pro- 
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portionalitaét besteht (ftir die Digestion in dem Verhiltnis !/:. 
fiir die labende Wirkung '!/4), glaube ich dem zuschreiben zu 
diirfen, daf die zur Labung bestimmte Enzymlésung nicht wieder 
angesiiuert wird, was fiir das digerierte Enzym von mehr Be- 
deutung ist, als fiir das nicht digerierte. Hieraus geht also 
hervor, dafB Schmidt-Nielsen nicht bewiesen hat, daf} Pepsin 
und Chymosin zwei verschiedene Stoffe sind. 

Auch beim Enzym der Schweinsmagen habe ich unter- 
sucht, welche Anderung labende und digerierende Wirkung 
erfahren, wenn die Lésung liingere Zeit auf 37° erwirmt wird. 
Nachdem ich aus den Versuchen iiber Chymosin-Parachymosin 
erfahren hatte, dafi das Schweinsenzym die Neutralisation mit 
Natronlauge schlecht ertragt, habe ich diesen Versuch ein wenig 
anders eingerichtet. Ich bereitete eine konzentrierte LOsung von 
gereinigtem Schweinsenzym in 0,2°/oiger HCl und stellte die- 
selbe in den Brutofen. An verschiedenen Tagen (Tab. IV Stab 1) 
wurden 10 ccm der Lisung abgemessen und die proteolytische 
Wirkung bestimmt (Stab 6). Zur Labung bei saurer Reaktion 
wurde 1 ccm der Lésung verdiinnt mit 1 ccm Wasser und wie 
gewohnlich nach Vorwiirmung mit 8 ccm Milch gemischt (Stab 5). 
In 3 anderen Réhrchen wurden jedesmal 2 ccm abgemessen: 
zwei dieser Riéhrchen wurden mit einem kleinen Uberschu8 von 
pulverisiertem Calciumcarbonat neutralisiert, eines wurde 1 Minute 
ins Wasserbad gestellt und dann die Milch zugegossen (Stab 2), 
das zweite wurde erst nach einer halben Stunde mit Milch 
gemischt (Stab 3): das dritte Réhrehen blieb zur Kontrolle 
1/2 Stunde bei Zimmertemperatur stehen, wurde dann neutrali- 
siert und nach 1 Minute Vorwiérmung mit Milch versetzt (Stab 4). 
Immer wurde dafiir gesorgt, daB im ersten und dritten Réhrchen 
die Milch genau 1 Minute nach der Neutralisation zugefiigt wurde. 
Wie bei dem Kalbsenzymversuche wurden alle Proben doppelt 
genommen. Die RoOhrehen mit neutralisierter L6sung enthielten 
zweimal so viel Enzym, als die zur sauren Labung verwendeten. 
Da es nur auf die Bestimmung der relativen Abnahme der 
Knzymwirkung in den verschiedenen Proben und auf die Ver- 
gleichung derselben mit der Abnahme der Proteolyse ankommt, 
ist das tibrigens ohne Belang. Tabelle IV zeigt also die Ab- 
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nahme der digerierenden Wirkung, der labenden Wirkung bei 
saurer und neutraler Reaktion und den Einfluf einer eine halbe 
Stunde dauernden neutralen Reaktion in den verschiedenen 
Phasen der Digestion. 


Tabelle LV. 














“*s + S | a 4 ] 5 ] rr 

Wi 960, nde Ye Stand! Renken Ptotse| La 

Datum neutrali- | | Ci. @a 2 in von 

aiid | neutraler | neutrali- | Wasser |, « an | 
'Reaktion | siert | verdiinnt 5 Stunde nv.Hasselt 
| | | | 

Sekunden | Sekunden | Sekunden  Sekunden | Sekunden 

8. Febr. 10 5 | _ | 5 9.6 | 35—4) 
12> 10 |10-15 | 10! 10 / 5a | 35 
(3. » | 15-20 | 15-20 | 15-20 | 10-15 | 5 | 35—40 
4. > | 15-20 | 15-20 | 15-20 | 10 | 53% | 40 
16. » | 10-15 | 15-20 | 15-20 | 10-15 | 36) | 35 
3, >» | 25-30 20-30 | 30 | 15-20 | 256 | 35 
19, > 25 | 25—B5 20 | 15 | 32 | 30—35 
20. + 30—40 35—dd | 25—30 | 20 3,2"/3 | 35 
21. » | 45—50 | 85—120 | 70 | 20-25 | 3,2 | 35—40 
22, > 4 |70-75 | 40 | 2% | 27. | 0 
23. » | 50-75 | 80-160| 60 | 25-30 | 21 | © 
25. » |100—130°, 3—6 M. 50 35 «1,56 35 —40 
26. » | 70-100! 42 »| 2% Min, 30 | 1.32%, rT 
27. » | 65-105 8 > | 1 ; 35 | 2,56 35 
28, » |4'/e—9 M. 17-45 >| 6 > 4M) is | 35—40 
1. Mirz | 8—22>/ 44—48» 13-20» | 65—80 0,81 |: 35—40 
2, » | 22-25>/51Stunde — | 70-8 | 0,49 35 
oo —- | — iia} - 0) 
5. » |>1Stunde — —  150—160 — M1) 
i 4 - | by StAM. 049 | 40 
12 > wi | — |>5Stund.; 0,49 | Mw 
20, > ” an Ca a 0.04 35 





Ubersichtlichkeitshalber habe ich in Stab 6 angegeben, 
wann das proteolytische Enzym nahezu auf !/2, '3 usw. ab- 
senommen hatte. 
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Vergleicht man an diesen Stellen die Labungszeiten in 
Stab 5 mit der proteolytischen Wirkung, dann stellt sich heraus, 
daf} diese zunchmen nahezu umgekehrt proportional der Ab- 
nahme der Proteolyse. Aus dem ganzen Stab 5 und 6 darf man 
wohl schlieBen, dab proteolytisches und labendes Enzym gleich 
stark abnehmen. Am 1. Marz hért die Proportionalitaét auf; hier 
ist man wieder an der Grenze angekommen, wo die Enzym- 
lOsung zu schwach wird, um im Verhiiltnis 2:8 mit geniigender 
Genauigkeit Milch zur Gerinnung zu bringen, zur Vergleichung 
dieses Ergebnisses mit demjenigen der Digestionsprobe. Zur 
gleichen Zeit fangen die beiden Proben an, verschiedene Zeit- 
dauer aufzuweisen. Die labende Wirkung der neutralisierten 
Losung (Stab 2) zeigt anfangs ebenso Proportionalitaét mit der 
proteolytischen. Hier hért die Proportionalitét aber frither aut, 
und am 5. Miirz war keine Labung mehr wahrzunehmen, woh! 
noch bei saurer Reaktion, wihrend auch noch eine gut wahr- 
nelimbare verdauende Wirkung bestand. Stab 3 zeigt nun, wie 
die halbstiindige neutrale Reaktion in den ersten Tagen, als 
die LOsung noch konzentriert war, das Enzym noch wenig be- 
einflubte; je mehr aber die Konzentration abnimmt, desto grober 
wird die Kinwirkung der neutralen Reaktion. Daf die neutrale 
Reaktion und nicht die Abkithlung zur Zimmertemperatur die 
Wirkung herabsetzt, geht aus den Zahlen des 4. Stabes hervor. 
Neutrale Reaktion schadet also in den spiiteren Proben der 
Wirkung, und dies erklirt geniigend, warum die labende Krai! 
bei neutraler Reaktion eher von der proteolytischen abweicht 
und friiher ganz verschwindet, als bei saurer Reaktion. Zer- 
stirung einer schiitzenden Substanz, wie ich beim Kalbsenzym 
fand, ist hier nicht die Ursache. Dies zeigt Tabelle V; der erste 
Teil A ist gerade so eingerichtet wie Tabelle 1V. Der zweite 
Teil B enthiilt Proben mit der nicht digerierten, in verschiedenen 
Graden mit 0,2° oiger HCl verdiinnten Lésung. Von jeder Ver- 
diinnung wurde eine Probe & 2 ecm sofort nach der Neutra- 
lisation mit Milech gemischt, eine zweite nach halbstiindiger 
neutraler Reaktion. Wie man sieht, schadet die Neutralisation 
in der konzentrierten Lésung der Wirkung nicht betréichtlich, 
wohl aber in der verdiinnten. Es wird also auch in der digerierte 
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Tabelle V. 

















1 |; 2 3 * |; & | € | 7 
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Datum ert, 2 pele Mp n Reaktion ites 7" 
Goareeug neutraler | neutrali- | 2X mit | 7 eines 
siert | errs | Wasser - o 
Reaktion| siert | yerdiinnt ° Stunden v. Hasselt 
| | | 
A. | : 
11. Febr. | 5 Sek. 5 Sek — 5 Sek. 14,4 35—405ek. 
l4. » 5 1d >| 5 Sek. a » 10,5 WW) > 
(6. » | 5-10 » 10 » 10 > {5-10 >| 6,5'/s |35 
9. 10 10 »|10-15> 110 »| 44 |30—35 > 
20. » 15 > 20-40 » 30 > 10—15 > D7 Ba , 
af, 95-50 »|35—70 » (80 1 »| 4,443 |35—40 » 
22. » 30 35 » |65—95 » 5d » 15 5 Ww 
23. » |30—40 » 30—40 » /35 » 20 >| 3,24 (40 > 
25, 40—85 » '60—130>'50  —» [95 3,61 fs |35—40 
26. >» (60-70 » 2—4 Min.|60 =» [20-25 » 3.2440 
27. >» |40-120> 1"/2-1%e> 40 25 196 35 
28. » (60-65 >» >1Stunde65 » 25—30 » 324 |35—40 
1. Marz | 1—42M.>5 » | 6's Min. 40 , 1,69'/s 35—40 
2 >» |2 32>; — | — |35-40>| 1,69 [35 
4. _ _ —  |go : 11s 40 ; 
5. » |>1Stunde — — 6570 > O81 40 > 
_* ) = - — 80 >| 064 (40 » 
12. f # 7 — |3%Min| — [40 >» 
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BC | | 
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8% >» |2,—4M./>20Min.| — - —  [i6—0» 
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LOsung die zunehmende Einwirkung des Neutralisierens wohl der 


Konzentrationsabnahme zuzuschreiben 


sein. Jedenfalls besteht 


kein Grund zur Annahme, daf bei der Digestion mehr Lab als 
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Pepsin zerstOrt wird. Zur weiteren Begriindung meiner Auf- 
fassung habe ich die Methode Schmidt-Nielsens, ein wenig 
geandert, auch beim Schweinsenzym angewendet. Kine Loésung 
in 0,2°/oiger HCl, welche nach Neutralisation mit CaCO, Milch 
in ) Sekunden dick legte, bei saurer Reaktion, 2 mal mit Wasser 
verdiinnt, in 5 Sekunden und in 5 Stunden 3,4 mm der Mett- 
schen RoOhrchen verdaute, wurde zum Teil kalt aufbewahrt. 
zum Teil auf 37° erwarmt. Letztere zeigte nach 11 Tagen Dige- 
rierens eine Labungszeit von 30 Sekunden. Dementsprechend 
wurde die nicht digerierte L6sung soweit mit 0,2°/oiger HCI ver- 
diinnt, daB sie nach Neutralisation mit CaCO, die Milch in der- 
selben Zeit gerinnen machte. Beide LOsungen wurden nun auch 
auf ihre labende und proteolytische Wirkung bei saurer Reakton 


gepriift : 
Digerierte L6sung Verdiinnte Lésung 
5 


(rerinnung. Neutralisiert mit CaCO,: 30 Sek. 30Sek. 30Sek. 35 Sek. 


> Saure Reaktion 2 & ver- 
diinnt mit Wasser: 25 » 20—25 » 25 » 30 
Digestion in 5 Stunden: 1.4 mm 1,4 mm 


Nach 11 Tagen Digerierens war also nicht mehr Lab zer- 
st6rt als Pepsin. 

Kine zweite, ebenso gemachte Probe ergab das folgende: 
Nie urspriingliche Lésung brachte die Milch zur Gerinnung, 
neutralisiert in 5 Sekunden, bei saurer Reaktion 2 mal mit 
Wasser verdiinnt, in 5Sekunden, die Verdauung war in 5 Stunden 
+,6 mm. Nach 11 Tagen Digerierens wurde der nichtdigerierte 
Teil durch Verdiinnung mit 0,29/oiger HCl dem digerierten wieder 
gleichgemacht. Die Proben ergaben das folgende: 

Digerierte Lésung Verdiinnte Lisung 
Gerinnung. Neutralis.m.CaCQ,: 25 Sek. 30—35 Sek. 30Sek. 30—30 Sek. 
Saure Reakt.2ver- 
diinnt mit Wasser: 15 » _— 20 » 15—20 

Digestion in 5 Stunden: 2 mm 1,9 mm 

Der eine Teil wurde weiter digeriert. Nach 19 Tagen 
konnte ich die Labung bei neutraler Reaktion nicht mehr be- 
stimmen. Einige Proben gerannen in einigen Minuten, andere 
noch nicht in 10 Minuten. Bei saurer Reaktion war die Wirkung 
noch gut zu bestimmen. Die nichtdigerierte LOsung wurde nun 
so weit mit 0,2°/oiger Salzsiiure verdiinnt, daB die Labung bei 
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saurer Reaktion in der gleichen Zeit stattfand, als bei dem 
digerierten Teil. 


Digerierte Lésung Verdiinnte Lésung 
Gerinnung. Saure Reaktion 
2 verdiinnt mit Wasser: 35 Sek. 35 Sek. 39—40 Sek. 40 Sek. 
Digestion in 5 Stunden: 1.9 mm 1.9 mm 


Dab in diesem Versuche die Abnahme der Mettschen 
Réhrchen derjenigen nach 11 tégiger Digestion gleich ist, ob- 
wohl die Labungszeit zugenommen hat, riihrt daher, daf} in dieser 
letzten Probe andere, neu bereitete ROhrchen verwendet wurden. 

Wenn nun irgend ein Unterschied zwischen Pepsin und 
Chymosin nicht nachgewiesen worden ist, so hat man auch nicht 
das Recht, die Anwesenheit von zwei verschiedenen Enzymen, 
Pepsinund Chymosin, anzunehmen. Dervon Hemmeter') gegen 
’awlows Arbeit gemachte Einwand, dal} es méglich ist, dal 
zwei durcheinander gemischte Stoffe sich der Einwirkung der 
verschiedenartigsten Agentien gegenitiber so vollkommen gleich 
verhalten, dab ihre Wirkung proportional immer dieselbe bleibt, 
kann auch gegen meine Versuche geltend gemacht werden. 
Kin Beweis fiir die Identitét, wie Hemmeter es wiinscht, kann 
aber nicht zu Recht gefordert werden. Man kann aus Magen- 
schleimhauten einen Stoff absondern, welcher Eiweif lost und 
Milch zur Gerinnung bringen kann. A priori besteht kein Grund, 
anzunehmen, daf} dies ein Gemisch zweier Substanzen ist. Erst 
seitdem Hammarsten meinte, dafh es méglich sei, diesen Stoff 
zu spalten in zwei, deren jeder einzelne eine der Funktionen 
besaB, entstand die Meinung, dali Lab ein anderer Stoff sei 
als Pepsin. Pawlow hat gezeigt, dab es nicht gelingt, eine 
Spaltung zustande zu bringen, weder durch Priizipitation mit 
Magnesiumearbonat, noch durch eine der anderen Methoden. Er 
vermutet, dah die scheinbare Abnahme der Labwirkung, der Proteo- 
lyse gegeniiber, durch Digerieren mit Salzsiiure der Neutralisation 
zuzuschreiben sei. Daf dies wirklich so ist, glaube ich oben be- 
wiesen zu haben. Solange nicht endgiiltig bewiesen ist, daB die 
Spaltung wohl gelingt, solange besteht kein Grund zur Annahme, 
‘ah Pepsin und Chymosin zwei verschiedene Substanzen sind. 

') Berliner klin. Wochenschrift. Festnummer fiir C. A. Ewald. 


1905. S. 14. 
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Auch ist jetzt kein Grund mehr vorhanden fur die An- 
nahme, das Enzym wiirde seine zweifache Wirkung, die pro- 
teolytische und die labende, besonderen an verschiedenen Stellen 
des Riesenmolekiils sich befindenden Atomgruppen verdanken. 
Diese Annahme war nur notig, solange man glaubte, daf unter 
gewissen Verhiiltnissen das Enzym seine Wirksamkeit in der 
einen Richtung verlieren, in der andern behalten konnte. Viel 
mehr hat meiner Ansicht nach die von Sawjalow verteidigte 
Aulfassung fiir sich, nach welcher die Paracaseinbildung nichts 
anderes ist, als der Anfang der peptischen Verdauung des Caseins. 
Dafiir sprechen die Ergebnisse der neueren Untersuchungen tiber 
die Verdinderungen des Caseins unter dem Einflub des Labenzyms. 
Petry, der nachgewiesen hat, dafi bei der Labung eine stets 
fortschreitende Spaltung des Caseins stattfindet, halt zwar an 
der Meinung fest, daB Lab etwas anders ist als Pepsin, und 
nimmt an, dali im Lab neben dem _ paracaseinbildenden Chy- 
mosin noch ein anderes, fiir Casein spezifisches, proteolytisches 
Enzym enthalten ist.?) 

Dab die gefundene Proteolyse nicht von Pepsinwirkung 
herriihrte, schlieit Petry aus Versuchen, in welchen eine durch 
liingere Digestion so weit geschwiichte Pepsinlésung, daB sie 
nach Neutralisation Milch in 12 Stunden nicht imstande war 
dick zu legen, bei saurer Reaktion aber noch geronnenes Serum- 
albumin verdaute, neutralisiert keine Spaltung von Casein hervor- 
rief, und aus der Beobachtung, dai Labextrakte, speziell Casein, 
nicht aber oder kaum andere Eiweibstoffe anzugreifen vermogen. 
In Anbetracht des schiidlichen Einflusses des Neutralisierens 
ist, wie ich glaube, den erstgenannten Versuchen keine bewel- 
sende Kraft beizumessen. In bezug auf die grébere Empfindlich- 
keit von Casein im Gegensatz zu anderen Eiweilistoffen modchte 
ich noch, abgesehen von den Schwierigkeiten, welche einer rich- 
tigen Beurteilung der Beobachtungen entgegenstehen, wenn nur 
mit ungereinigtem, die Proteolyse hemmende Stoffe enthaltendem 
Labextrakte gearbeitet wird, auf die vor kurzem veroffentlichten 
Untersuchungen von Frl. Van Herwerden?) hinweisen. 


') Hofmeisters Beitrage, Bd. VIII, 5. 356. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 184. 
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Daraus geht hervor, dab die Labwirkung eine Proteolyse 
ist. welche aber nicht ohne weiteres der Bildung von Albumosen 
7. B. aus Htihnereiweib gleich gestellt werden darf. Wenn das 
Enzym, sei es Handelslab oder moglichst gereinigtes Pepsin, 
hei neutraler oder schwach saurer Reaktion auf Casein wirkt, 
lindet eine Spaltung statt in Paracasein A, Paracasein Bb und 
ein drittes Produkt, vorlaéufig Substanz C genannt. Erst viel 
<piiter, falls wenigstens das Paracasein A bei Abwesenheit von 
Kalksalzen in Losung bleibt, kommt es zur bildung von pri- 
niiren Albumosen. In derselben Zeit aber bildet das Enzym 
bei der gleichen Reaktion der Losung auch aus gekochtem 
Hiihnereiweif zwar eine geringe, aber doch nachweisbare Menge 
primirer Albumosen. [Ks ist also nicht das Enzym, welches 
eine Sonderstellung einnimmt, sondern das Casein. Von den 
anderen bekannten Kiweifbstoffen unterscheidet es sich dadurch, 
dali es sehr leicht einer zwar geringfiigigen Spaltung unterworfen 
ist. Wie Van Herwerden fand, wird in Losungen von sorgfiiltig 
nach Hammarsten gereinigtem Casein bei Kérperwiirme, selbst 
ohne irgend welchen Enzymzusatz die Substanz C in geringer 
Menge abgespalten. Die Eigentiimlichkeit des Paracaseins A, 
bei Anwesenheit von Kalksalzen als eine unldsliche Gallerte 
auszufallen, macht eben bei Casein die Proteolyse schon augen- 
fillig in einer Phase, in welcher sie sich bei anderen Eiweib- 
-toffen noch der Beobachtung entzieht. 

Es scheint mir deshalb am besten den Beobachtungen 
entsprechend, die Labung der Milch als den Ausdruck der an- 
fangenden Pepsinverdauung des Caseins zu betrachten. Bei 
Anwesenheit einer geniigenden Konzentration von H-lonen geht 
dieselbe bald weiter: andernfalls scheidet sich, wenn Kalk- 
salze vorhanden sind, der Kase aus. 

Bei dieser Auffassung ist es auch nicht sonderbar, dab 
ilerhand proteolytische Enzyme Gerinnung der Milch hervor- 
rufen kénnen, auch wenn sie unter natiirlichen Verhiltnissen 
ulemals mit Casein in Beriihrung kommen. Die Eigentiimlichkeit 
ist dann in dem Casein, nicht in dem Enzym zu suchen. 











Weitere Versuche zur Frage nach der Verwertung von tief 
abgebautem Eiwei§ im tierischen Organismus, ausgefiihrt an 
einem Hunde mit einer Eckschen Fistel. 

Von 
Emil Abderhalden und E. S. London. 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin und der pathol. Abteilung 
des K. Instituts fiir experimentelle Medizin, St. Petersburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 14. November 1907.) 


Es sind’ bis jetzt von dem einen von uns in Gemeinschaf' 
mit Peter Rona und Berthold Oppler drei Versuche an 
Hunden mit positivem Erfolge tiber die Verwertung von ticf 
abgebautem Kiweifiim tierischen Organismus ausgefiihrt worden. 
Zuniichst gelang es,!) einen Hund 16 Tage mit einem Priiparate, 
das durch weitgehende Verdauung von Casein erhalten worden 
war, nicht nur im Stickstoffgleichgewicht zu erhalten, sondern 
betrichtliche Stickstoffmengen zur Retention zu bringen. Dus 
verfiitterte, abgebaute Casein war analysiert worden, und es 
hatle sich gezeigt, dai es nur etwa 10°60 an komplizierter 
gebauten mit Phosphorwolframsiure fiillbaren Produkten enthie!|t. 
Es ist bei der damaligen Mitteilung nicht erwiéhnt worden, 
dab auch der mit Phosphorwolframsiiure nicht fiillbare Teil 
eingehend untersucht worden ist und zwar in der Weise, 
da nach Entfernung der iiberschiissigen Phosphorwolfram- 
siiure mit Baryt und genauer Fillung von dessen Uberschiu!' 
mit Schwefelsiiure das Filtrat vom Baryumsulfat bei 40° und 
einem Druck von etwa 12 mm zur Trockene verdampft wurde. 


‘) Emil Abderhalden und Peter Rona, Uber die Verwertun: 
der Abbauprodukte des Caseins im tierischen Organismys, Diese Ze'- 
schrift, Bd. XLIV, S. 198, 1905. — Vgl. auch Emil Abderhalden wit 
Peter Rona, Weitere Beitrage zur Kenntnis der Eiweifiassimilation 
tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 397, 1906. 
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Der mehrmals mit Alkohol abgedampfte Riickstand wurde dann 
yweimal in der bekannten Weise und den iiblichen Vorsichts- 
mabregeln verestert, nunmehr die Ester in Freiheit gesetzt und 
fraktioniert destilliert. Die einzelnen Destillate wurden mit 
wiisseriger Salzsdure versetzt und zur Trockene verdampft und 
nach dem Trocknen tiber Kalk- und Schwefelsiiure der Ge- 
halt an salzsauren Aminosiuren bestimmt. Die gewonnenen 
\Verte aus zwel Doppelbestimmungen wurden sodann mit den 
entsprechenden Werten verglichen, die bei der Hydrolyse der 
vleichen Menge Casein mit kochender rauchender Salzsiiure 
erhalten worden waren. Die erhaltenen Ausbeuten stimmten 
stets innerhalb enger Grenzen tiberein, sodafi man mit Sicher- 
heit sagen kann, dali das verftitterte, verdaute Casein zu seinem 
iiberwiegend grOGten Teil aus den einfachsten Bausteinen be- 
standen hat. Wir holen diesen Befund an dieser Stelle nach. 
kr blieb friiher unerwéhnt, weil das erhaltene Resultat nach 
nseren sonstigen Erfahrungen ganz unseren Erwartungen ent- 
sprach und es ja fiir die Deutung unserer Versuche auch gleich- 
cliltig gewesen ware, wenn ein geringer Prozentsatz von ein- 
facheren Polypeptiden noch vorhanden gewesen wiire. Wir 
heben jedoch ausdriicklich hervor, dai die Untersuchung der 
Zusammensetzung der verfiitterten Verdauungsprodukte in jedem 
inzelfalle eine ganz besonders eingehende war und wohl stets 
an und fiir sich 4—6 Wochen in Anspruch nahm. 

Der zweite Versuch!) wurde gleichfalls mit tief abgebautem 
Casein ausgeftihrt. Die Untersuchung der Zusammensetzung des 
verfiitterten Produktes war dieselbe, wie sie eben erwahnt 
wurde. Es gelang, einen Hund wihrend liangerer Zeit mit dem 
erwahnten Priiparate im Stickstoffgleichgewicht zu erhalten. 

Am besten gelungen ist der dritte Versuch.?) Hier erhielt 
ein Hund tief abgebautes Fleisch. Das Versuchstier deckte 


') Emil Abderhalden und Berthold Oppler, Weiterer Beitrag 
zur Frage nach der Verwertung von tief abgebautem Eiweif\ im Organis- 
ius des Hundes, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 226, 1907. 

*) Emil Abderhalden und Peter Rona, Weiterer Beitrag zur 
‘rage nach der Verwertung von tief abgebautem EiweifS im Organismus 
es Hundes, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 507, 1907. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 6 
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wihrend drei Wochen seinen Stickstoffbedarf ausschlieflich 
mit total abgebautem Eiweif. Es fand ganz betriichtliche Stick- 
stoffretention und auch Zunahme an Korpergewicht statt. 

Ks kann nach diesen drei Versuchen wohl keinem Zweife| 
mehr uuterliegen, dab der tierische Organismus, oder vorsichtiger 
ausgedriickt, der Hund, seinen Eiweifbbedarf wiéhrend langer 
Zeit aus den einfachen Bausteinen des Eiweibes, den Aminosiiuren. 
decken kann. Nach dem jetzigen Stand unserer Erkenntnis ces 
Kiweifbstoffwechsels wiirde es gezwungen erscheinen, aus den 
vorliegenden Ergebnissen einen andern Schlu®B zu ziehen, als 
den, dafi das verabreichte abgebaute Eiweib in den vorliegenden 
Versuchen zur Synthese von KorpereiweiB verwendet worden 
ist. Es fragt sich nun, an welcher Stelle die Synthese statt- 
gefunden hat. Es sind im wesentlichen zwei Moglichkeiten vor- 
handen. Entweder werden die Aminosiuren als solche resorbiert 
und gelangen in die Blutbahn, um dann in der Leber oder 
in anderen Organen zur Eiweibsynthese Verwendung zu finden. 
oder aber der Eiweibaufbau findet schon in der Darmwani 
statt. Die Annahme, dali die Aminosiuren in den groben Kreis- 
lauf gelangen und von den verschiedensten Organen je nach Be- 
darf zum Kiweibaufbau herangezogen werden, hat wenig Walhvr- 
scheinlichkeit fiir sich. Es fehlt bis jetzt der Beweis, dali auf 
der Héhe der Eiweibverdauung und auch sonst Eiweifbabbau- 
produkte und vor allem Aminosiuren in der Blutbahn vorhanden 
sind. Daf unsere Methoden hinreichen, um selbst kleine Mengen 
von letzteren nachzuweisen, haben wir jiingst gemeinsam mil 
Gigon!) nachgewiesen. Grdbere Wahrscheinlichkeit hat a prior 
die Annahme, dali der Leber bei der EiweiBsynthese eine grole 
Rolle zukommt. Einen Beweis fiir eine derartige Funktion dei 
Leber besitzen wir allerdings nicht. Ein nach dieser Richtung 
ausgefiihrter direkter Versuch fiihrte zu keinem positiven he- 
sultat.2) Es war versucht worden, die Zusammensetzung der 


') Emil Abderhalden, Alfred Gigon und E. 5. London, Da: 
Verhalten von d-Alanin im Organismus des Hundes unter verschiedenen 
Bedingungen, Diese Zeitschrift, Bd. LIL, S. 113, 1907. 

*) Emil Abderhalden, Casimir Funk und E. 8. London 
Weiterer Beitrag zur Frage nach der Assimilation des Nahrungseiweibe 
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Blut- und speziell der Serumeiweifkorper bei Eckschen Fistel- 
hunden durch Verabreichung von Proteinen, deren Gehalt an 
einzelnen Aminosiiuren zum Teil sehr von dem der genannten 
KiweiBk6rper abwich, zu beeinflussen. Dies war nicht ge- 
cltickt. 

Wir haben nun als weiteren Beitrag zu dieser Frage einen 
ickschen Fistelhund mit demselben Eiweilipriiparate gefiittert, 
das im oben erwihnten dritten Versuche verwendet worden 
var. Wir haben die Untersuchung des abgebauten Fleisches 
nochmals vollstiéndig durchgefiihrt und sind wieder zum Kesultate 
cekommen, dali nach Hydrolyse mit kochender, rauchender 
Salzsiiure nicht mehr Monoaminosiiuren nachgewiesen werden 
konnten, als im verdauten Fleische selbst. 

Die folgende Tabelle gibt die erhaltenen Resultate wieder 
val. S. 84). 

Der zu diesem Versuche verwendete Hund ist am 4. IX. 07 
operiert worden. Wahrend des ganzen Versuchs nahm das Tier 
das Futter sehr gerne und stets freiwillig. Es zeigte keine Ver- 
siftungserscheinungen. Erst einige Tage nach Abschlub des 
Versuchs traten solche auf. Es zeigten sich Appetitlosigkeit und 
schlifrigkeit. Die Bewegungen des Tieres wurden ataktisch. Das 
KOrpergewicht sank bestiindig. Am 10. XT. abends 9 Uhr trat 
cin heftiger, tvypischer Vergiftungsanfall auf, dem das Tier er- 
lag. Die Sektion ergab, dal die Operation vollstindig gelungen 
war. Anastomosen hatten sich keine gebildet. Es sei hier gleich 
erwahnt, daB wir den Urin bestiindig auf Aminoséuren unter- 
sucht haben. Solche fanden sich bestiindig und zwar auch hei 
Verabreichung von unverdautem Fleisch. Sie waren auch nach- 
weisbar, als dem Tier kein Eiweif zugefiihrt wurde. Diese 
beobachtung lift den naheliegenden Schluli, dafi die im Harn 
‘estgestellten Aminoséuren direkt aus der Nahrung entstammen, 
iis nicht eindeutig erscheinen. Die Mengen der Aminosduren im 
‘larn bestimmt mit Hilfe von B-Naphtalinsulfochlorid schwankten 


tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 269, 1907. 
vel. auch Emil Abderhalden und Franz Samuely, Beitrag zur Frag: 


der Assimilation des Nahrungseiweifes im tierischen Organismus 
ubenda, Bd. XLYI, S. 193, 1905. 
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zwischen O,5—2 g. Da Gemische der verschiedenartigsten 
Aminosiiuren vorlagen, war es unmdglich, ein reines Produkt 
yu erhalten, und infolge dessen war die Bestimmung der 
Aminosduren keine auch nur annahernd genaue. Wir mubten 
uns meist mit dem Wigen des mehrmals umgelésten von Naph- 
talinsulfamid befreiten Rohproduktes begntigen. Nach ander- 
weitigen Erfahrungen erhalt man so zu hohe Werte. Jeden- 
falls kOnnen wir mit Sicherheit sagen, dali der Ecksche 
istelhund mehr Aminoséuren im Urin ausschied als normale 
Hunde bei gleichartiger Fiitterung. 

Betrachten wir nun die obige Tabelle, so ergibt sich, dab 
der Ecksche Fistelhund 8 Tage nicht nur im Stick- 
stoffgleichgewicht sich befand, sondern Stickstoff 
retinierte, obgleich in der Nahrung nur tief abge- 
bautes Eiweif’ vorhanden war. 

Das K6érpergewicht hat wihrend dieser Zeit allerdings 
uicht zu-, sondern abgenommen. Es _ will dies jedoch wenig 
sagen, denn der Hund zeigte tiberhaupt die Tendenz, an Ge- 
wicht zu verlieren. 

Am 8., 9. und 10. Tag war die Stickstoffbilanz negativ, 
edoch unerheblich, am 11. Tage war sie wieder positiv und 
am 12., 13. und 14. Tage wieder unerheblich negativ. Um 
cinen Einblick in den Hungerstickstoffwert zu erhalten, schlossen 
wir noch eine Periode ohne jede Eiweifizufuhr an. 

Wir diirfen jedenfalls den Schluf ziehen, daf} der Ecksche 
listelhund prinzipiell kein anderes Verhalten gezeigt hat, als 
die normalen Hunde, d. h. auch er kann seinen Stickstoffbedarf 
decken, wenn ihm ausschlieBlich sehr tief abgebautes Fleisch 
verabreicht wird. Dieses Ergebnis stiitzt die Ansicht, dab die 
Leber bei der Eiweifisynthese eine — vorsichtig ausgedriickt — 
unersetzbare Funktion austibt, nicht, vielmehr scheint uns das 
erhaltene Resultat dafiir zu sprechen, da bereits in der Darm- 
wand die Eiweifsynthese aus den Bausteinen stattfindet. 











Zur Kenntnis des Neurokeratins. 


Von 
Dr. med. Alfred Argiris. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. November 1907.) 


Neurokeratin, die Substanz, aus welcher das Spongiosa- 
geriist der markhaltigen Nervenfasern besteht, wurde von Ktihne! 
zuerst dargestellt und analysiert. Kiihne teilt auch mit, dab 
beim Kochen mit Schwefelsiure Tyrosin und Leucin auftreten. 
Da weitere Angaben tiber die bei der Hydrolyse entstehenden 
Substanzen nicht vorliegen, so habe ich, einer Aufforderung 
von Herrn Prof. Thierfelder folgend, dahin gehende Unter- 
suchungen angestellt und beriehte zuniichst tiber den Teil, 
welcher die Hexonbasen, das Tyrosin und das Cystin be- 
trifft. Weitere Mitteilungen tiber die tibrigen Monaminosiiuren 
behalte ich mir vor. 

Darstellung des Neurokeratins. 

Nach mannigfachen Vorversuchen bin ich bei dem im 
folgenden zu beschreibenden Verfahren stehen geblieben. ks 
ist im Prinzip das schon von Kiihne und Chittenden be- 
nutzte, unterscheidet sich aber von diesem in verschiedenen 
Kinzelheiten und besonders dadurch, dab Trypsinverdauung und 
Extraktion mit Alkohol und Benzolalkohol wiederholt und zwar 
immer mit einander abwechselnd auf die Gehirnmasse ange- 
wendet wurden. Es wird dadurch eine vollstiindigere Entfernuny 
der Myelinstoffe erreicht, als es bei Kiihne und Chittenden 
der Fall war. Im einzelnen verfuhr ich so: die Gehirne (mensch- 


') Ewald u. Kiihne, Verh. d. naturh.-med. Vereins zu Heidel- 
berg, N. F., L, S. 357 (1877) und Kiihne u. Chittenden, Zeitschrif! 
f. Biol., Bd. XXVI, S. 291 (1889). 
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liche) wurden nach Beseitigung der Haute und des anhaftenden 
Blutes durch die Fleischhackmaschine zerkleinert, mit Aceton 
drei- bis viermal behandelt und nun nach Entfernung des Wassers 
und der Hauptmenge des Cholesterins durch ein feines Haar- 
sieb gerieben. Die auf diese Weise in einen breil verwandelte 
Masse wird durch wiederholtes Schiitteln mit neuen Ather- 
mengen erschdpft, mit 75°/oigem Alkohol bei 40° so oft be- 
handelt, bis das Filtrat beim Eindampfen keinen nennenswerten 
Riickstand hinterlie}, und = schlieblich wiederholt mit einer 
Mischung gleicher Teile Benzol und Alkohol am Riickflubkiihler 
ausgekocht. Die abliltrierten Massen wurden in Wasser suspen- 
diert, in flachen Schalen durch Erhitzen auf dem Dampfbade 
von Benzolresten befreit, darauf in grofben Zylindergliisern mit 
Wasser und soviel Natriumearbonat, dab der Gehalt etwa 0,5°/o 
betrug, versetzt, und nach Zufiigen von Pankreatin zwei Wochen 
bei einer Temperatur von 39° gehalten. Wiihrend dieser Zeit 
wurde tiglich mehrmals umgeriihrt. In dem Zylindergefiif, be- 
fand sich nun ein aus groben Partikeln bestehender Bodensatz, 
dariiber eine feinpulverige Schicht und tiber dieser eine dunkel- 
braune, aber ganz klare Lo6sung. Nun wurde tiichtig umgerithrt 
und, naehdem die grdberen Teilchen sich gesenkt hatten, die 
liissigkeit mit der in ihr suspendierten pulverigen Substanz 
abgehebert und in ein anderes Zylinderglas tibergefiihrt. Nach 
erfolgter Senkung heberte ich die tiberstehende klare Fliissig- 
keit ab und ersetzte sie durch frische VerdauungslOsung. Des- 
gieichen wurde der in dem ersten Zylindergefiih zuriickgebliebene 
aus grOberen Partikeln bestehende Bodensatz mit neuer Ver- 
dauungsfliissigkeit iibergossen, wieder der Verdauung tiberlassen 
und weiter in der eben beschriebenen Weise verfahren, bis 
schlieBlich nach nochmaliger Wiederholung der ganzen Operation 
das ganze Material in den feinpulverigen Zustand umgewandelt 
war. Nachdem das feine Pulver noch eine Zeitlang der Ein- 
wirkung frischer Verdauungsfliissigkeit ausgesetzt worden war, 
wurde es mittels Heber von der tiberstehenden klaren Lésung 
befreit, nach Beseitigung der alkalischen Reaktion durch vor- 
sichtigen Zusatz von Salzsiiure mit soviel Alkohol versetzt, dab 
der Prozentgehalt an Alkohol etwa 75 betrug, und am Riick- 
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flubkiihler gekocht. Beim Abkiihlen des heiBen Filtrats schieden 
sich wieder Myelinstoffe ab, obgleich die Extraktion vor der 
Verdauung so gut wie beendet war. Eine Erklérung dafiir ist 
wohl in der durch die Verdauung bewirkten feinen Verteiluny 
des Materials zu suchen, vielleicht sind aber im Gehirn auc}; 
Myelinstoffeiweibverbindungen enthalten, deren Myelinkompo- 
nente erst durch die Verdauung frei und alkoholléslich wird. Es 
mogen auch beide Momente eine Rolle spielen. An die Alkohol- 
extraktion schlol sich eine solche mit Benzolalkohol an. Jetzt 
wurde die Masse wieder der tryptischen Verdauung unterworfen 
und diese und die Extraktion mit den genannten Losungsmitteln 
alternierend so oft wiederholt, bis die Verdauungsfliissigkeit 
keine Biuretreaktion mehr zeigte und die Alkohol- und Benzol- 
alkoholausziige keine Myelinsubstanzen mehr enthielten. Nun- 
mehr behandelte ich den feinen Brei, welcher sich tibrigens 
ebenso, wie bei allen vorangehenden Filtrationen leicht und 
ohne Beimengung von Papierfasern vom Filter nehmen lieB, zur 
Entfernung von anorganischen Bestandteilen mit 0,1°/oiger Salz- 
siiure, dann mit Wasser, um die Salzsiéiure zu beseitigen, und 
zuletzt mit Alkohol und Ather. In der Reibschale fein zer- 
rieben und durch ein engmaschiges Seidenfilter gesiebt, stellte 
das Neurokeratin ein hellgelbes, geruchloses Pulver dar. 

In Ergiinzung der von Kiihne gemachten Angaben sei 
noch erwiéhnt, dal} das Neurokeratin die Farbenreaktionen der 
Proteine gibt, auch die Probe von Adamkiewicz, nicht aber 
oder nur sehr schwach die Probe von Molisch. 

Der Aschegehalt meiner Priéparate betrug im Mittel 0,62°0. 
Die gefundenen Werte schwankten zwischen 0,61 und 0,64°): 
Die Kiihneschen Priiparate enthielten zum Teil etwa die gleiche 
Menge (0,74°/0), zum Teil mehr (bis zu 2,4°/o). Fiir die Ana- 
lysen wurde die Substanz bei 110° bis zum konstanten Gewicht 
getrocknet. Den Kohlenstoff und Wasserstoff bestimmte ich nach 
Dennstedt. Den Stickstoff nach Kjeldahl, den Schwefel nach 
Asboth, in der von Neumann und Meinertz!) angegebenen 
Modifikation mit folgenden Kesultaten: 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, Ss. 37. 
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g lieferten 0.2695 g CO, und 0.0878 g H,O 
= §6,27°%/o GC und 7,46°o H. 

0,0953 g lieferten 0,1965 g CO, und 0,0651 g H,O 

= §6,24%0 C und 7,35°/o H. 


1. 0.1306 


te 


3. 0.3791 g verbrauchten 388 cem /10-H,SO, == 14,07°/o N 
4, 0,3946 » > 39,6 >» . —~ 14,09%> » 
5. 0,5088 g lieferten 0,0826 g BaSO, = 2,23°/o 5S 
6. 0.5834 » » 0.0976 » » = 2,29°/o » 


Zusammensetzung der aschefreien Substanz : 


C = 56,62%, 56,59°/o 
H = 7,51 °/o, 7,4) %Jo 
N = 14.16%, 14,17% 
S = 2,24%, 2,31 °%o 


Die von Kiihne und Chittenden dargestellten Neuro- 
keratinpriparate [ und II hatten einen ganz ihnlichen Gehalt 
an C, H und N (auf aschefreie Substanz berechnet im Mittel 
56,20°/o C, 7,30°/o H, 14,18%0 N), aber einen geringeren Ge- 
halt an $ (1,75°/o). Das hangt vermutlich mit der Einwirkung 
der Kalilauge zusammen, welche Ktihne und Chittenden zur 
Reinigung benutzten. Die drei anderen von Kiihne und Chit- 
tenden dargestellten Priiparate zeigen eine abweichende Zu- 
sammensetzung und zwar enthalten sie mehr Kohlenstoff und 
weniger Stickstoff. 

Hexonbasen. 

50 g Neurokeratin wurden mit einer Mischung von 150 g 
konzentrierter Schwefelsaure und 300 g Wasser am RiickfluB- 
kiihler gekocht, und zwar in einem geraiumigen Kolben, da die 
Fliissigkeit im Anfang sehr stark schaéumt. Wéahrend des Er- 
hitzens entweicht Schwefelwasserstoff, daneben entwickelt sich 
eine andere durch einen unangenehmen, nicht genauer zu defi- 
nierenden Geruch ausgezeichnete fliichtige Substanz, deren Natur 
nicht festgestellt werden konnte. Methylmerkaptan und Athyl- 
sulfid leBen sich nicht nachweisen. Nach 24stiindigem Kochen 
wurde die stark braune Fliissigkeit, welche keine Biuretreaktion 
mehr zeigte, von einem ungelésten Ritickstand abfiltriert, 
der Riickstand mit kochendem Wasser bis zum Aufhéren der 
Schwefelsiurereaktion im Filtrat ausgewaschen, bei 100° ge- 
trocknet und gewogen. Seine Menge betrug 7,5 g = 15° » des 
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angewendeten Neurokeratins. Er enthielt 0,68 g (= 99/0) Stick- 
stoff, so dab also etwa 10°/o des Gesamtstickstoffs des Neuro- 
keratins nicht in LOsung gegangen ist. Die Menge des Riickstande- 
ist auffallend hoch, weit héher als z. B. bei RoBhaaren, von 
welchen bei gleicher Behandlung nur etwa 4°/o nicht in Lésung 
gingen (siehe S. 92). 

Dali das Maximum der Spaltung, welches Schwefelséure 
der benutzten Konzentration zu bewirken vermag, erreic|it 
worden ist, ergibt sich aus einem zweiten Versuch, in dem bei 
nur 18stiindigem Kochen fast die gleichen Verhiiltnisse gefunden 
wurden. Der ausgewaschene und getrocknete Riickstand wov 
in diesem Fall 7,8 g. Seine Menge betrug also 15,6°%o de- 
Neurokeratins. Er enthielt 0,67 ¢ (= 8,6°/o0) Stickstoff. 

Von diesem gegen Schwefelsiure widerstandsfihigen Riickstand 
wird aber noch ein erheblicher Teil beim Erhitzen mit Salzséure gelist, 
wie sich aus folgendem Versuch ergibt. 15,3 ¢ der trockenen Masse 
wurden 6 Stunden mit konzentrierter Salzsiure gekocht; der abfiltrierte 
auscsewaschene und getrocknete Riickstand wog jetzt 9,9 g und enthielt 
0.72 ¢ Stickstoff. Es war also noch ungefihr ein Drittel der Substan 
und die Hiilfte des Stiekstoffs in Lésung gegangen. Das Filtrat wurde 
nach bekanntem Verfahren auf Hexonbasen untersucht. Sie waren ver- 
tautlich vorhanden, da an den _ betreffenden Stellen Niederschliige ent- 
standen, aber in sehr kleinen Mengen, so dafs eine Gewinnung in krystal|i- 
sierter Form nicht gelang. In dem Quecksilbersulfatniederschlag 3. &,, 
welcher das Histidin enthalten mufte, fand sich nur 0,008 g N, ent- 
sprechend 0,029 g Histidin. 

Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt und mit sv 
viel Baryumhydroxyd versetzt, dab die vom Baryumsulfatnieder- 
schlag abfiltrierte Fliissigkeit (-- Waschwasser) nach dem Ein- 
engen auf d00 cem noch 5°/o freie Schwefelsiiure enthielt. Zu 
der klaren Loésung fiigte ich solange 30°/oige Phosphorwoll- 
ramsiiure, bis eine abfiltrierte Probe nach weiterem Zusatz des 
Fallungsmittels innerhalb 10 Minuten klar blieb, isolierte den 
Niederschlag durch starkes Absaugen und Pressen und verrieb 
ihn mit Wasser. Er wurde nun abermals abgesaugt und ab- 
geprebt, dann in Wasser suspendiert, mit heifgesiittigter Baryt- 
lisung zerlegt, die abfiltrierte Fliissigkeit nach Entfernung des 
iiberschiissigen Baryums mit Schwefelsiiure angesiuert. Durch 


sorgfiltiges Auswaschen wurde dafiir gesorgt, daB alle diese 
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Qperationen ohne Verlust verliefen. Die weitere Isolierung und 
quantitative Bestimmung des Histidins, Arginins und Lysins ge- 
schah nach den von Kossel, Kutscher und Patten!) gege- 
benen Vorschriften. Dabei machte ich die Beobachtung, dal 
vleich im Anfang des Verfahrens beim Versetzen der schwefel- 
sauren LOsung mit Silbernitrat ein weiber flockiger Niederschlag 
entstand. Ich filtrierte ihn ab, suspendierte ilin in schwefelsiure- 
haltigem Wasser, zersetzte ihn mit Schwefelwasserstoff, filtrierte 
vom Schwefelsilber ab, entfernte die Schwefelsiiure mit Baryum- 
carbonat und dampfte ein. Der zuriickbleibende Syrup reagierte 
stark alkalisch, die Menge war aber so gering, dah von einer 
weiteren Untersuchung abgesehen werden multe. Ein gleicher 
Niederschlag trat an der gleichen Stelle bei der Untersuchung der 
hvdrolytischen Spaltungsprodukte der Rofbhaare auf. Es han- 
delte sich vielleicht um die Barvumverbindung einer Aminosiure. 

Histidin. Die Versuche, das aus dem Quecksilbersulfat- 
niederschlage isolierte Histidin als Histidindichlorid zur Krystal- 
lisation zu bringen, schlugen fehl. Ich habe mich deswegen 
damit begntigen miissen, in der Losung, welche 100 cem betrug. 
den Stickstoff zu bestimmen, und aus der Menge des Stickstoffs 
die Menge des Histidins zu berechnen. Es wurden in zwei tiber- 
einstimmenden Versuchen in je 15 cem 15,58 mg N gefunden. 
Das entspricht 0,76°/o Histidin. 

Arginin. Es wurde als Kupfernitratverbindung  isoliert 
und gewogen. Die Menge betrug 1,94 g 3.88% o = 2,28 %o 
Arginin. Die Reinheit des Salzes geht aus dem Schmelzpunkt, 
welcher bei 114° lag, und aus der Analyse hervor. 

0,1818 g lieferten 0.1644 g CO, und 0,0958 g H,O 
— 24.64% CG und 5.82% H. 
0.1314 g lieferten 0,0178 g CuO = 10,81% Cu. 


Gefunden : Berechnet fiir 2C,H,,N,O, - Cu(NO,), +- 3H,O: 
C 24,64 °/o 24,40) 
H = 5,82%o 5,78 °/o 
Cu = 10,81 Jo 10,79 %o 


Lysin. Es wurde als Lysinpikrat abgeschieden und ge- 
wogen. Seine Menge betrug 3,52 g = 7,04°/0 == 2,72°/o Lysin. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, 8. 165, und Bd. XXXVIII, S. 39. 
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Fir die Reinheit spricht das Ergebnis der Analyse. 
1. 01500 g lieferten 0.2130 g CO, und 0,0654 g H,O 
= $8,66°/o C und 4,80°/o H. 
2. 0,2080 g leferten 0.2934 g CO, und 0,1000 g H,O 
= 38,46°/o C und 5,31°’o H. 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,O, - CgH,(NO,),0OH : 
Cc - 38.6620 38.46 0 38,40 °/o 
H = 4,800 35,31°/0 4.53 °/0 


In dem oben schon erwiihnten zweiten Spaltungsversuch, 
bei dem nur 18 Stunden gekocht wurde, der aber im iibrigen 
in derselben Weise ausgefitihrt wurde, erhielt ich ganz tberein- 
stimmende Resultate. Die Menge des Arginins betrug 2,19°/0, 
die des Lysins 2,68°/o, Histidin konnte auch hier nicht als 
salzsaures Salz krystallisiert gewonnen werden. 

Von andern, in die Gruppe der Keratine gehdrigen Sub- 
stanzen ist nur die Hornsubstanz in bezug auf ihren Hexon- 
basengehalt untersucht worden. Hedin!) wies unter den Zer- 
setzungsprodukten des Hornes Lysin und Arginin nach und gibt 
die Menge des letzteren zu mindestens 2,25°/o an. Abder- 
halden und Voitinovici?) fanden im Horn (von Hammein) 
2,7°/o Arginin und 0,2°/o Lysin, wiihrend sie Histidin nicht 
isolieren konnten. 

Ich habe das oben beschriebene Untersuchungsverfahren 
auch auf gut ausgewaschene und mit Alkohol und Ather be- 
handelte Rofbhaare (40 g) angewendet und folgende Resul- 
tate erhalten. 

Der bei der Hydrolyse ungelést zuriickbleibende Teil be- 
trug, wie oben schon erwiihnt, 1,57 g = 3,9°/o und enthielt 
Q,11 g Stickstoff. Histidin konnte nicht als krystallisiertes Chlo- 
rid erhalten werden. Aus dem Stickstoffgehalt des Quecksilbe:- 
sulfatniederschlags berechnet, betrug seine Menge 0,61°/o. Das 
Argininkupfernitrat (Schp. 115°, Cu gef. 10,66, ber. 10,79) 
wog 3,02 g. Das entspricht 7,55°/o oder 4,45°/o Arginin. Die 
Menge des Lysinpikrats (gef. 38,25°/o C und 4,83°/o H, ber. 
38,40°/0 C und 4,53°/0 H) betrug 1,08 g = 2,70°/o = 1,12°/o Lysin. 


t) Lund’s Univers. Arsskrift, T. XXIX. — Diese Zeitschrift. Bd. XX] 
S. 155. 


*) Diese Zeitschrift, Bd. LII, 8S. 348. 
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Tyrosin. 

D0 g Neurokeratin wurden mit 25° oiger Schwefelsiiure 
{18 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Nach Filtration und 
Auswaschen des Riickstandes mit heiBem Wasser wurden die 
gesamten Filtrate durch Baryumhydroxyd von der Schwefel- 
siiure und durch Kohlensiiure vom tberschiissigen Baryum be- 
freit und die Niederschliige wiederholt mit Wasser ausgekocht. 
Das beim Einengen der vereinigten Filtrate sich abscheidende 
Baryumearbonat filtrierte ich ab und dampfte dann soweit ein, 
bis sich bereits in der Wiirme eine Krystallhaut bildete. Nach 
dem Abkiihlen wurde sie abfiltriert und das Filtrat weiter ein- 
ceengt zur Gewinnung weiterer Krystalle. Die Menge des Tvrosins 
betrug nach Entfirbung mit Tierkohle und Umkrystallisation 
23 ¢ = 4,6°%o. 

01042 g lieferten 0,2299 g CO, und 0.0590 ¢g H,O 
= 59.61% CG und 6,23°o H, 


wihrend die Forme! C,H,,NO, 59,66°%o C und 6,07°/o H verlangt. 


Cystin. 


Es wurden 10 g Neurokeratin 6 Stunden mit konzentrierter 
Salzsiiure am Rickflubkiihler gekocht. Der abfiltrierte Riick- 
stand wog nach Auswaschen und Trocknen 0,828 g und ent- 
hielt 0.0215 gS (zwei gut miteinander tibereinstimmende Ana- 
lysen). Es waren also 91,7°/o der Substanz und fast 91°/o des 
Schwefels in LOsung gegangen. 

Die Gewinnung des Cystins aus dieser hydrolytischen Flissig- 
keit machte mir grobe Schwierigkeiten, obgleich mit dem von 
mir eingeschlagenen Verfahren die Isolierung aus Hornsubstanz 
mit Leichtigkeit gelang. Erst als ich in der jetzt zu beschrei- 
benden Weise vorging, war das Resultat ein positives.!) Ich 
dampfte Filtrat und Waschwasser bei 40°-im Vakuum ein, 
nahm den Riickstand mit 80 cem 60°/oigen Alkohols auf und 
machte die Reaktion durch Hinzufiigen von starker (33°/oiger) 
Natronlauge unter starker Abkiihlung ganz schwach  sauer. 
Der wihrend dreitégigen Stehens im Eisschrank abgeschiedene 


') Mit diesem Verfahren konnte ich auch aus 14 g Casein sechs- 
seitige Tafeln von Cystin gewinnen. 
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Niederschlag wurde mit wenig heifem Wasser aufgenommen 
und durch Hinzufiigung von moéglichst wenig Salzsaéure in Losung 
gebracht. Aus der Losung schied sich nach Entfirben mit Tier- 
kohle und Einengen beim langsamen Abkiihlen Cystin in Form 
sechsseitiger Tafeln ab. Die Menge betrug 0,0340 g. Die Mutter- 
lauge wurde mit essigsaurem Natron versetzt, bis sich Kongo- 
papier nicht mehr blau firbte, und eingeengt. Es schieden sich 
weitere Fraktionen ab, welche aber nicht von dem gleichzeitig 
sich abscheidenden Tyrosin getrennt werden konnten. Ich habe 
deshalb diese Fraktionen gelést, die Loésung auf 100 cem ge- 
bracht und in je 25 cem eine Schwefelbestimmung ausgefiilirt. 
Es wurden erhalten 0,0568 und 0,0562 g, im Mittel 0,0565 ¢ 
BaSO, = 0,0078 g S. In 100 ccm waren also 0,0312 g 5 oder 
0,116 g Cystin enthalten. Die Gesamtmenge des Cystins betrug 
also O150 ¢ = 1,50°/o Cystin. Die Mutterlaugen gaben noch: 
starke Schwefelbleireaktion, doch war es nicht modglich, noch 
weitere Krystallisationen zu erhalten. 
Es wurden also gewonnen in Prozenten aus: 


Neurokeratin Rofhaaren 
Lysin 2,72 2,68 1,12 
Arginin 2,28 2,19 445 
Histidin 0,76 0.61 
Tyrosin 4,60 


Cystin 1,50 








Beitrage zur Analyse der Gefrierpunkterniedrigung 
physiologischer Flissigkeiten. 
I. Mitteilung. 
Gefrierpunkterniedrigung von Gemischen. 


Von 


Dr. Ernst Tezner, Assistent. 


Aus dem physiologischen Institut der K. Ung. Universitat zu Budapest.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. November 1907.) 


Der Zweck dieser Arbeit ist, den Begriff der Gefrierpunkt- 
erniedrigung in physiologischen Fliissigkeiten genauer zu defi- 
nieren, als es bisher der Fall war, und die Komponenten, aus 
welchen derselbe zusammengesetzt ist, wenigstens qualitativ zu 
bestimmen. Von hier bis zur quantitativen Priizisierung dieser 
Komponenten ist freilich noch ein langer Weg, doch wird der- 
selbe zuriickgelegt werden miissen, wenn man zu einem einfachen 
Wert gelangen will, dessen rechnerische Verwendung auch vom 
physiko-chemischen Standpunkte einwandfrei ist. 

Es ist leicht versténdlich, dafi wir nicht das Recht haben, 
die beim Studium von homogenen, einfachen L6sungen ge- 
wonnenen Resultate ohne weiteres auf die erwiihnten Fliissig- 
keiten, z. B. Blut, Milch zu tibertragen. Diese letzteren unter- 
scheiden sich niimlich von jenen in erster Linie durch zwei 
physikalische Eigenschaften: Erstens sind sie Suspensionen, 
zweitens ist die fliissige Phase ein Gemisch mehrerer Elektro- 
yle und Nonelektrolyte. Mit dem Gefrierpunkt von Suspen- 
sionen befaBt sich eine in diesem Institute hergestellte Arbeit, 
die demnichst verOffentlich werden wird, — die Untersuchung 
des Gefrierpunktes von Gemischen bildet die Aufgabe vor- 
legender Abhandlung. 

Nehmen wir den verhiltnismiéBig einfachsten Fall eines 
Losungsmittels und zweier geliéster Substanzen, so sind drei 
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Moglichkeiten gegeben: 1. Die gelésten Stoffe sind beide Non- 
elektrolyte, 2. beide Elektrolyte und 3. der eine ist Elektrolyt, 
der andere aber nicht. Die Untersuchung der zwei ersten 
Kombinationen erschien tiberfliissig. Fiir den Fall zweier Non- 
elektrolyte verfiigen wir tber die mit einwandfreier Methodik 
gewonnenen Resultate Wildermanns(!), denen gemiifi die 
Gesamtgefrierpunkterniedrigung in diesen Fiillen sich additiy 
aus den Partialdepressionen zusammensetzt. Sind in einer 
wiisserigen LOsung zwei Elektrolyte anwesend, so wird das Re- 
sultat in erster Reihe von der Natur dieser Stoffe abhiingig 
sein, so dal wir hier allgemeine Gesetzmibigkeiten nicht kon- 
stitutiven Charakters kaum erwarten diirfen. Es bleibt somit 
die dritte Kombination und wollen wir diesbeziiglich folgende 
Fragen aufstellen: Summiert sich in gemeinschaftlicher 
Losung eines Elektrolyten und eines Nonelektrolyten 
die Gesamtgefrierpunkterniedrigung wirklich aus den 
zwei Partialwerten? Wenn nicht, — l&Bt sich in der 
beobachteten Abweichung irgend eine Gesetzmilhig- 
keit entdecken? und was ist die Ursache dieser Ab- 
weichungen? 

Die urspriingliche Lehre von den verdiinnten Losungen 
gibt uns auf die aufgeworfenen Fragen eine einfache Antwort. 
Gemiifi dem auf Losungen angewandten Henry-Dalton’schen 
Gesetze summieren sich im angegebenen Falle die osmotischen 
Drucke resp. die Gefrierpunkterniedrigungen. Nun haben aber 
die physiko-chemischen Methoden mit der Vervollkommnung der 
Experimentaltechnik eine solche Genauigkeit erreicht, dab dic 
einfachen Gesetze die tatsiichlichen Verhiiltnisse nur annaherungs- 
weise ausdriicken. Wir kénnen uns daher nicht auf das er- 
wiihnte Gesetz berufen, sondern miissen im Gegenteil seine 
eventuelle Giiltigkeit und das Bereich dieser Giiltigkeit experi- 
mentell feststellen. 

In meinen Versuchen verwendete ich ®/25-NaCl und Na,50, 
(in einem Fall ®/40-NaCl) als Vertreter der biniren und terniren 
Salze. Von Nonelektrolyten untersuchte ich Phenol, Resorzin, 
d-Glykose, Saccharose und Harnstoff in "/s0e—®/s00 Verdunnung. 
In Betreff der Methodik der Gefrierpunktbestimmungen habe 
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ich mich im allgemeinen an die bekannten Vorschriften ge- 
halten(?). Zu den Messungen benutzte ich einen in !/200° ge- 
teilten, gepriften Thermometer mit konstanter Quecksilber- 
menge,!) der zwischen den einzelnen Bestimmungen stiandig 
in Eis gehalten wurde. Von den notigen Korrektionen ersparte 
ich mir die durch die Konvergenztemperatur und durch den 
«herausragenden Faden» bedingte. Ich hielt niimlich die Tem- 
peratur des Kryohydrats streng auf — 1,0°, die Hebungszahl 
des Riihrers auf 52 in der Minute und die Zimmertemperatur 
neben dem herausragenden Thermometerstiick auf 19°. Bei 
diesen Kautelen ergeben die genannten Korrekturen eine Differenz 
von héchstens 0,0001 --0,0002° zwischen den einzelnen Ver- 
suchen. Auch die Korrektur nach dem Barometerstande fiel 
innerhalb der Fehlergrenze; wurde daher nicht ausgefiihrt. Der 
mittlere Fehler der einzelnen Messung ist 0,0005°. 

Zur Entscheidung der aufgeworfenen Frage war in jedem 
Falle die Kenntnis dreier Werte notwendig. Es waren dies der 
Gefrierpunkt des Gemisches und die partialen Gefrierpunkte 
des Elektrolyten und des Nonelektrolyten in angewandter Kon- 
zentration. Ich ging daher folgendermaben vor. In einem Teile 
der reinen Elektrolytlésung bestimmte ich die Gefrierpunkter- 
niedrigung derselben(4,); in einem anderen Teile loste ich hierauf 
eine gewogene Menge des Nichtelektrolyten und untersuchte 
das so erhaltene Gemisch auf seine Gefrierpunkterniedrigung 
(A, -+ A,|). Die Partialgefrierpunkterniederung des Nonelek- 
trolyten (D,) wurde rechnerisch festgestellt. Zu diesem Zwecke 
untersuchte ich in besonderen Versuchsreihen die Gefrierpunkt- 
erniedrigung der von mir verwendeten Nonelektrolytpraparate bei 
verschiedenen Konzentrationen in reiner Losung. Ich gelangte so 
zu einer empirischen Formel, worin die Gefrierpunkterniedrigung 
des Priiparates als Funktion der Konzentration ausgedriickt 
ist. Wird in dieselbe die fragliche Konzentration des Nicht- 
elektrolyten gesetzt, so laBt sich die entsprechende Gefrier- 
punkterniedrigung (D,) leicht berechnen. Es wurde schlieflich 


') Zu physiologischen Gefrierpunktmessungen geniigt dieses Instru- 
ment vollstandig. Es hat vor dem Beckmannschen den Vorteil einer 
cinfacheren Manipulation. 


ss] 
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die (Giesamtdepression des Gemisches ({4, -- 4,|) mit der 
Summe der zwei Partialdepressionen (A, -{- D,) verglichen. — 
Dieses Vorgehen bietet den Vorteil, daB hierdurch der beim 
Abmessen des Salzes eventuell begangene Fehler aus dem 
Resultat eliminiert ist. 

Meine Resultate fasse ich in die folgenden Tabellen (I—VI) 
zusammen und fiige jeder die empirische Formel bei, nach 
welcher D, berechnet wurde. 








A. Elektrolyt: ®/2-NaCl. 
I. Phenol. 


Ly = 0,291 x?- 107% + 0,0179895 x + 23,9 











x == 10°-C x = — 10*-D, 
Konzentration | Gefrierpunktern. des Gemisches —~— 
nach Raoult berechnet beobachtet A A 
( A, ' D, [A, + A, | | + > ioe a m 

(),00930 0,1613 | 0,1607 — 0,0006 
0,01659 0,1749 0.1753 +- 0,0004 
0),02271 0.1866 0.1860 — 00,0006 
0.03269 02062 | 02057 — 0,0005 
0.05022 0),2420 0.2400 — 0,0020 








Il. Resorein. 











1 y = — 0,19719x*- 10—'® + 0,27300 x3 - 107"? — 
— 013533 x?- 107° ++ 0,02151x — 49,17 
x = 10°-C y = — 10*-D, 
Konzentration | Gefrierpunktern. des Gemisches Differenz 
nach Raoult berechnet |  beobachtet 
c +d, | +4) ft la —”, 
0,00788 0.1580 | 0,1573 — 00007 
0,01416 01698 | 0.1698 + 0 
0,01903 01799 | 01791 — 0,0008 
0,02508 0,1917 | 0,1908 — 0,0009 
0,03449 0),2086 | 0,2068 — 0,0018 
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Ill. d-Glykose. 





























+ y = — 0,368 x*-10~-" + 0,820x*- 107‘ 4 
+- 0,014019 x +- 56,5289 
x = 10°-C y = — 10¢-D, 
Konzentration | “efrierpunktern. des Gemisches Differenz 
nach Raouit berechnet | beobachtet ‘A, + d,] A, —D 
C 4+D, | (+4) Pott aan 
0,00827 0.1600 | 0,1590 ~ 0,0010 
0,01194 0.1667 | 0,1650 — 0,0017 
0.01320 0,1692 01672 — 0,0020 
0,01543 0.1735 | 0.1715 ~ 0,0020 
0,02077 0.1839 0,1821 — 0,0018 
IV. Saccharose. 
+. y = — 0,238 x*-10~° + 0,027536 x — 62,64 
y= 10¢-¢ y = — 10‘-D, 















Konzentration | “efrierpunktern. des Gemisches Differenz 
nach Raoult berechnet beobachtet 
C &+ hm | fe [4,-+ 4,]— 4, —D, 

0,00578 0.1508 | 0,510 1. 0,0002 
0,00755 0,1551 | 01550 ~ 0,0001 
0,00810 0.1564 | 01556 — 0,0008 
0,00994 0,1607 | 0,1596 — 0,0011 
0,01152 0.1642 | 0,1637 — 0,0005 
0,01295 0.1673 | 0,1666 — 0,0007 
0,01571 0.1730 | O-717 — 0,0013 








V. Harnstoff. 
+. y = 0,333 x9. 107? — 0,841 x?- 107° + 0,018929 x — 1.63 

















x = 10°-C y = — 10*-D, 

Konzentration | “efrierpunktern. des Gemisches Differenz 
nach Raoult berechnet | beobachtet A 2 A D 
c Ee eS kde nate. 

0,00715 0,1551 | 0,1534 — 0,0017 

0,01125 0,1626 | 0.1616 — 0,0010 

0.01655 0.1724 | 0,1710 — 0,0014 

0,02585 0.1910 | 0,1888 — 0,0022 

0,02861 0,1970 0.1946 — 0,0024 

7 


‘ 
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b. Elektrolyt: "/25-Na,SQ,. 


VI. Saccharose. 








Konzentration | Gefrierpunktern. des Gemisches — 
nach Raoult berechnet hbeobachtet | . 

C A, + D, [A, + A, ] [A,r Aa}-+ A, —D, 
0,00608 Q,1517 0,1520 ‘~ 0.0003 
0.00963 0.1598 O1591 — 0,0007 
0.01297 0.1674 0.1662 — 0,0012 








Wie aus diesen Tabellen ersichtlich, findet in den unter- 
suchten Gemischen keine einfache Summation der Partial- 
gefrierpunkterniedrigungen statt. Diese Summe wird 
durch die Gesamtdepression im allgemeinen nicht er- 
reicht. Das Henry-Daltonsche Gesetz besitzt also nur an- 
niherungsweise Giltigkeit. Die Differenz zwischen den auf 
Grund dieses Gesetzes berechneten und den wirklichen Werten 
findet sich in der letzten Spalte der Tabellen. Dieselbe isi 
beinahe immer negativ und zeigt ein deutliches Ansteigen be 
wachsender Konzentration, welches besonders bei den hoheren 
Konzentrationen zum Ausdruck kommt. Da dieser «Gang» der 
Differenzwerte in jeder Tabelle erkennbar ist, miissen wir hierin 
eine Gesetzmiibigkeit erblicken. Die Gefrierpunkterniedri- 
gung eines Gemisches bleibt also um so mehr hinter 
der Summe der Partialwerte zuriick, je grofer dic 
Konzentration des anwesenden Nonelektrolyten is! 
Leider ist der unseren Zahlen anhaftende Fehler im Vergleich 
zu dem absoluten Wert der Differenz so gro8B, dafi wir nich! 
daran denken kénnen, die gefundene Gesetzmabigkeit in eine 
exukte mathematiseche Form zu kleiden. 

In der Literatur finden sich nur vereinzelte Versuche hin- 
sichtlich der aufgeworfenen Frage. Gewohnlich sind es aus 
anderem Gesichtspunkt ausgefiihrte Untersuchungen, die nehen- 
bei diesbeziigliche Resultate liefern, es fehlt daher meistens (ie 
strenge Fragestellung. Wir wollen daher nur kurz die Betuni« 
Tammans(*) und Abeggs(*) erwiihnen, die in je einem li! 


den Gefrierpunkt eines Elektrolyt-Nonelektrolytgemisches |) 
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stimmten und hierbei beide eine Differenz mit positivem Vor- 
yeichen fanden. Da sie aber mit normalen und halbnormalen 
LLjsungen arbeiteten, konnten die Abweichungen von den Ge- 
setzen der verdiinnten LOsungen schon eine grobe Rolle spielen, 
<) dab ihre Resultate fiir uns nicht verwendbar sind. 

Systematisch und mit einwandfreier Methodik wurde die 
Frage von Osaka(®*) untersucht und zwar an Gemischen von 
K,SO, mit Phenol und Mannit und solchen von NaCl mit Phenol 
und mit Harnstoff — alles in ganz geringen Konzentrationen. 
Seine Resultate fallen meistens mit der Summe der Partial- 
depressionen Zusammen. Wo eine Differenz zu erkennen ist 

- am deutlichsten bei den K,50,-Phenolversuchen —, zeigt sie 
die gefundene Gefrierpunkterniedrigung kleiner als die berech- 
nete.?) Dieser Befund ist mit der von uns gefundenen Tat- 
sache ganz im Einklang. Dab die Differenz bei Osaka nicht 
stiindig vorhanden und nicht gr6ber ist, wiire ich geneigt, den 
von ihm benitzten ganz geringen Elektrolytkonzentrationen zu- 
zuschreiben (O,001-—0,015 n, Nonelektrolyte O0,OL0—O,035 n). 
Auch findet sich bei Osaka keine Andeutung dariiber, aus 
welchen Werten er die in seinem Experiment unmittelbar nicht 
hestimmbare Gefrierpunkterniedrigung des Salzes berechnete. 
alls er dieselben anderen Autoren entnahm, wirde eine geringe 
Abweichung in der Reinheit des Praparats einen Fehler von 
einigen O.COOL® ganz erklirlich machen. Ein derartiger Fehler 
aber wiirde geniigen, um die bestehende geringe Differenz hiiufig 
ganz zu verdecken. 

Ich erwiihne noch kurz die Versuche Hedins und Ham- 
burgers. Hedin(*) vergileicht die Gefrierpunkterniedrigung 
uiehrerer Nonelektrolyte (O,1—0,3 n) in Wasser und in blut- 
plasma, welches hier als SalzlOsung zu betrachten ist. Er findet 
seine wesentlichen Differenzen, wie es ja bei einem Versuchs- 
‘ehler von einigen 0,001° nicht anders zu erwarten ist. Ham- 
burger(?) schlieBlich erwiihnt in einer Notiz seines bekannten 
Lehrbuches zwei Gefrierpunktbestimmungen an NaCl-Harnstoff- 
zemischen (Konzentration zwischen 0,1 und 0,5 n). Die gefun- 
denen Werte sind betriachtlich kleiner, als die durch Summation 


') Die griftte Differenz ist O,0017°. 
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gewonnen —— lieben sich also eventuell in die extrapolierte 
Fortsetzung unserer Kurve einfiigen. 

Wir sehen also, daf die in der Literatur gefundenen Au- 
gaben, soweit sie fiir uns in Betracht kommen, den oben auf- 
gestellten Gesetzmiibigkeiten nicht widersprechen. 


Theoretischer Teil. 

Wir miissen gestehen, dafi die gefundenen Abweichungen 
nicht von einer solehen Grdfenordnung sind, da sie beim 
heutigen Stand der Physiologie besonders in Betracht ge- 
zogen werden miibten. Einerseits mufte aber dies erst experi- 
mentell festgestellt werden, anderseits ist es ja vorauszusehen. 
dafi bei der quantitativen Erforschung der osmotischen Verhiill- 
nisse im Organismus sehlieBblich auch solche kleinen Werte eine 
tolle spielen werden. Abgesehen von dem_ physiologischen, 
bietet aber die gefundene Tatsache ein besonderes Interesse 
vom allgemein chemischen Standpunkt und hiermit wollen wir 
uns jetzt befassen. 

Wir fanden zwischen der wirklichen und der nach dem 
Henry-Daltonschen Gesetze berechneten Gefrierpunkternie- 
drigung eine Differenz mit negativem Vorzeichen, die mit steigen- 
der Konzentration zunimmt. Es ist dies eine Abweichung von 
den Gesetzen der verdiinnten LOsungen. Wir miissen uns dalier 
vor allem fragen, ob denn diese Gesetze in unserem Falle auch 
streng giiltig sind. Dies ist ja eigentlich nur bei unendlich 
verdiinnten Losungen der Fall, wiihrend bei praktisch mebbaren 
Verdiinnungen die Giiltigkeit nur mehr annihernd besteht. So 
wissen wir, dafi der osmotische Druck und die tibrigen kolli- 
gativen Kigenschaften in wiisserigen L6sungen bei steigender 
Konzentration schneller zunehmen, als es das van't Hoffsche 
Gesetz (7m = RT.K) fordert.!) Diese Abweichung ist bei 0,5-n- 


') Diese Abweichungen sind es, die zur Aufstellung der zalilreiche! 
Korrektionsformeln fuhrten (Noyes, Arrhenius, Abegg, Nernst usw... 
Neuerdings beniitzte van der Laar(*) diese Abweichungen zu einem 
heftigen Angriff gegen die heutige Lehre der Lésungstheorie und gab 
auf Grund thermodynamischer Betrachtungen dem van’t;Hoffschen (e- 


setz eine korrekte Form. 











Analyse der Gefrierpunkterniedrigung physiologischer Fliissigkeiten. I. 103 


Losungen stark ausgepriigt, aber schon bei viel diinneren leicht 
m erkennen. Lewin(’) setzt das Giiltigkeitsbereich der er- 
wihnten Gesetze auf Grund seiner Beobachtungen tiber die 
Loslichkeitsverminderung von O bis 0,02—0,05 n, was natiir- 
lich rfur dem heutigen Stande der Methodik entspricht. Hierbet 
ist es einerlei, ob dieser Konzentrationsgrad durch Aufl6sen 
eines Stoffes oder durch die Summe mehrerer, gleichzeitig 
anwesender erreicht wird (Abegg('!°)). L6sen wir also in einer 
wiisserigen LOsung einen zweiten Stoff, so werden die erwiihnten 
Abweichungen ebenso hervortreten, als wie wenn die Konzen- 
tration des ersten Stoffes erhéht worden wire. Es taueht nun 
die Frage auf, ob es nicht diese Abweichungen sind, die in 
unseren Versuchen zutage traten? Da aber die Gefrierpunkt- 
ermedrigung schneller zunimmt als die Konzentration, miibten 
wir erwarten, nach dem Mischen die Gesamtdepression hoher 
zu finden als die Summe der Komponenten. Da gerade das 
Gegenteil der Fall war, fallt diese Erklirung unseres Resul- 
tates weg. 

Untersuchen wir daher jene Faktoren, die der LOsungs- 
theorle gemif auf den Gefrierpunkt unseres Gemisches Einflub 
nehmen konnen. Nach der Formel van't Hoffs ftir Gemische 


RT? a 

joow St SW 

hingt die Gefrierpunkterniedrigung ab von der osmotischen 
Konzentration des Gelésten (K ++ K,), sowie von der Schmelz- 
warme (w) und dem absoluten Schmelzpunkt (T) des Losungs- 
mittels. Die von letzterem abhingigen zwei Faktoren (w und T) 
sind nun gleich, ob wir die beiden gelésten Stoffe in gemein- 
sumer oder gesondert in reiner LOsung haben. Denn da am 


- & = 


Prozesse des Ausfrierens immer nur das reine Wasser beteiligt 
ist, wiihrend die gelésten Stoffe in der fliissigen Phase bleiben, 
konnen wir nicht annehmen, da’ sich durch den Zusatz des 
Nonelektrolyten irgend welche EKigenschaften des Losungsmittels 
geundert hatten. Setzen wir also T und w wie oben in den 
Ausdrack der Summe der Partialdepressionen, so kénnen wir 
lie gefundene Gesetzmiibigkeit folgendermafen ausdriicken: 
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RT? — 
LOO w lt 100 w eo 100 w 

RT? 

100 w 

(K -!- K,) < K‘ + K¢. 
Ks muf hiermit die osmotische Konzentration de) 
Komponenten beim Mischen geringer geworden sein. 
Diese Anderung der Summe der im Kubikzentimeter ent- 
haltenen lonen —- einfachen -+- polymerisierten Molekeln konnte 
durch verschiedene Umstiinde hervorgerufen sein. Diese Fak- 
toren, welche beim Mischen eine Anderung im molekularen Bau 


{T? RT! 
| P 


74 
1 


Dividiert durch 


der Loésung bewirken, sind 

1. eine chemische Reaktion zwischen den zwei gelosten 
Stoffen, zur Bildung grofer, komplexer Molekeln fiihrend: 

2. Abnahme der Dissoziation des Elektrolytes; 

3. Zunahme des Polymerisationsgrades. 

Die chemische Reaktion ist kurzerhand auszuschliefen. 
Resorcin und Phenol reagieren tiberhaupt nicht mit Salzen der 
Halogene. Dagegen sind mehrere Doppelsalze des Trauben- 
und Rohrzuckers mit NaCl bekannt (Lippmann(t!)) — jedoch 
nur in fester, krystallinischer Form. In verdiinnten wiisserigen 
Losungen zerfallen sie vollstiindig und sind durch die geringsten 
Kingriffe zu trennen (Fischer(??)). Da sie auch dasselbe Rota- 


tionsvermogen haben wie reine Losungen (Tollens(?%)), miissen 
wir eine vollstiindige Hydrolyse annehmen. Ebenso verhiilt es 
sich mit dem Doppelsalze Harnstoff-NaCl. 

Nachdem wir also eine chemische Reaktion ausgeschlossen 
haben, wollen wir unsere Aufmerksamkeit einer eventuellen 
Anderung im Polymerisationsgrad des gelosten Stoffes zuwenden. 
Dali dieser Faktor Einflub auf die Gefrierpunkterniedrigung der 
Losung hat, ist selbstverstiindlich. Doppelte und mehrfache 
Molekeln geben ja nur eine osmotische Einheit ab, so daB héher 
polymerisierte Lo6sungen ceteris paribus eine kleinere Gefrier- 
punkterniedrigung haben, als solehe, die hauptsiichlich aus ein- 
fachen Molekeln bestehen. Es wiire jedoch durch nichts be- 
grindet, anzunehmen, dab der Polymerisationsgrad einer Salz- 
losung nach Zusatz eines Nonelektrolyten wiichst. Wenn wil 
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also eine derartige willkiirliche Auffassung ablehnen, miissen 
wir zur Erkliirung der beobachteten Tatsache notgedrungen den 
dritten Faktor heranziehen. Wir miissen also annehmen, dab 
durch Zusatz eines indifferenten Nonelektrolyten eine 
Abnahme der Dissoziation des Elektrolyten hervorge- 
rufen wird. Daf es tatsiichlich die dissoziierten Molekeln sind, 
lie bei dem MischungsprozeB eine Anderung ihres Zustandes 
erleiden, dafiir sprechen auch die Untersuchungen Wilder- 
manns(!). Dieser fand niémlich bei Anwesenheit zweier Non- 
clektrolyte in wiisseriger Loésung das Henry-Daltonsche Ge- 
-etz streng giiltig. Es ist also die Anwesenheit freier Ionen, 
welche die Abweichungen bedingt. 

Die mit dem MischungsprozeB einhergehende Anderung 
m Molekularzustand einer Losung — speziell bei Anwesenheit 
treler Tonen —- wird durch alle jene Fille bewiesen, wo eine 
“igenschaft des Gemisches sich nicht additiv aus den Kompo- 
enten ableiten labt. So fanden Rothmund)!*), Lewin(’) und 
Walden(?5) eine Loslichkeitsverminderung fiir Nonelektrolyte 
vur bei Anwesenheit von (indifferenten) Elektrolyten. Ebenso 
lassen die Abweichungen der Viskositiit vom additiven Typus 
uf Anderungen in der Molekularkonstruktion der Losung sehlieben 
Kanitz(6), Rudorff(%). Die elektrischen Leitfihigkeit der 
lektrolyt-Nonelektrolytgemische untersuchte Arrhenius('*) und 
vollen wir uns mit seinen Versuchen, die mit unseren Resultaten 

niherem Zusammenhang stehen, eingehender befassen. 

Die Leitfiihigkeit einer Salzl6sung sinkt bei geringen Zu- 
sitzen von Nichtleitern. was Arrhenius der Erhohung der 
lonenreibung zuschreibt, wihrend er der Dissoziationsinderung 
bis 10°/o Zuckerzusatz keinen EinfluB einriiumt. Die Leitfahig- 
keit einer Lésung ist von der Zahl der anwesenden Jonen und 
‘on ihrer Beweglichkeit abhiingig. Erstere wird durch die 
\onzentration und die Dissoziation des gelésten Stoffes 
vestimmt, wihrend die lonenbeweglichkeit in verdiinnter LOsung 


eine Funktion der inneren Reibung des Lo6sungsmittels ist 


ind nicht der Loésung(!")). Wird nun einer Salzl6sung ein 


indilferenter Nichtleiter zugesetzt, so bleibt von den drei be- 


timmenden Faktoren die Konzentration des Elektrolyten un- 
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verandert. Dagegen wissen wir, dali Nichtleiter die Viskositiit 
des Wuassers ihre Menge proportionell steigern. Andererseits 
haben unsere Versuche darauf hingewiesen, da auf Zusatz yon 
Nichtleitern die Dissoziation des Salzes abnimmt. Die beiden 
Verdinderungen machen thre Wirkung in derselben Richtung 
geitend — sie fiihren zu der Abnahme der Leitfihigkeit, welche 
Arrhenius in seinen Versuchen beobachtete. Diese Abnalime 
(dq) setzt sich also aus einem durch die Viskositiitszunahimie 
(dV) bedingten und einem von der Dissoziationsabnahme (d[)) 
abhangigen Teil zusammen. 
dA = f(dV) - f* (dD). 

Da wir die von uns gefundenen Abweichungen der Ge- 
frierpunkterniedrigung als einfache Funktion der beim Mischen 
auftretenden Dissoziationsiinderung (dD) kennen lernten, sind 
wir imstande, mit Hilfe dieser und der Leitfahigkeitsvermin- 
derung (d 1) die GréBe f(dD) resp. f(dV) zu berechnen. Wir 
schaffen uns so ein Bild tiber den Anteil, den Dissoziations- 
abnahme und Viskositétszunahme an dem Absinken der Leil- 
fiihigkeitswerte haben.!) — Da ich die Leitfahigkeit nicht an 
meinen Priiparaten bestimmte, sondern von anderen Autoren 
gefundene Daten meinen Berechnungen zugrunde legte, kann 
ich dieselben nicht als ganz einwandfrei betrachten. Ich be- 
schriinke mich daher, die Resultate kurz mitzuteilen: 

Leitfihigkeit einer reinen 0,025 n-NaCl-Losung k 
2870 10-° Ohm ecm. 

Leitfiihigkeit derselben Losung -- 0,3796°/o Sacharose. 
bherechnet mit der Annahme einer aussechlieblichen Dissoziations- 


abnahme x = 2720  10-*® Ohm em. 
Leitfiihikeit desselben Gemisches beobachtet (Arrhenius 
K = 2611 “ 107° Ohm em. 


SehlieBlich wollen wir noch versuchen, die gefundene 
Dissoziationsabnahme mit unserer heutigen Anschauung tbe! 
verdiinnte Losungen in Kinklang zu bringen. Nach den Hypo- 

') Die Viskositétsiinderung selbst ist hieraus nicht festzustellen, ca 
wir fiir den Zusammenhang zwischen Leitfihigkeit und Viskositaét keinen 


mathematisehen Ausdruck besitzen (Walden(#?)). 
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‘hesen von Nernst(?2°) und Thomson(?!) ist der Dissoziations- 
grad die Resultante zweier entgegengesetzter Einwirkungen. Die 
eine durfte identisch sein mit der kinetischen Energie der Kom- 
yonenten der Molekiile und richtet sich auf die Trennung der 
lonen. Die zweite ist die elektrostatische Anziehungskraft der 
entgegengesetzt geladenen Tonen, welche wieder zur Bildung 
elektrisch neutraler Molekel fiihrt. Es ist dies die dissozilerende 
Kraft des LoOsungsmittels. Der Dissoziationsgrad ist nun 
der Ausdruck des Gleichgewichtzustandes. welcher unter Ein- 
irkung dieser zwel Kriifte zustande kommt. Derselbe hingt 
also einerseits davon ab. wieviel Molekel zu lonen= zerrissen 
verden. andererseits davon. mit welcher Kraft die Ilsolierfahig- 
keit des L6sungsmittels sich der neuerlichen Vereinigung der 
lonen widersetzt. Eine experimentelle Grundlage dieser Auf- 
fassung finden wir in dem Parallelismus zwischen Isolierfihig- 
eit und dissoziierender Kraft verschiedener Losungsmittel. Als 
Ausdruck der Isolierfihigkeit dient die Dielektrizitatskonstante, 
als Mai der dissoziierenden Kraft der Dissoziationsgrad eine: 
bestimmten Elektrolvten, der in gleicher Konzentration in den 
erglichenen Fliissigkeiten gelOst wird. Auf diesen Parallelismu- 
zwischen Dielektrizitiitskonstante und dissozierender Kraft wies 
Nernst (2°) schon friiher hin und konnte ihn neuerdings 
“Walden(??) an seinem ausgedehnten Versuchsmaterial wieder 
nachwelsen. !) 

Auf Grund unserer Versuche miissen wir also annehmen, 

der Zusatz eines Nonelektrolyten, welcher die Dissoziation 
es anwesenden Sa!zes verringert. dies durch ein Herabsetzen 
der Dielektrizitaétskonstante des Solvens erreicht. Ist diese 
Herabsetzung tatsiichlich zu beobachten ? 

Wir miissen hierbei zwischen verdiinnter Salz!Gsung und 
Wasser keinen Unterschied machen. denn die Dielektrizitats- 
konstante der Salzlisung ist der des Wassers gleich (Drude ®: 

] 


Forest-Palmer(?*)). Dagegen fand Drude. da durch 


Zusatz eines Nonelektrolyten (Saccharose, Methylalkohol) zu 


a ae ee ee, ee ee : - 
Dieser Parallelismus ist selbstverstandlich nicht so stmkt. daf 


Ausnahmen vorkommen koénnten. Es kommt ja hier noch der Ein- 
uub des zweiten, direkt ionentrennenden Faktors in Retracht 
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reinem Wasser immer ein Herabsinken der Dielektrizitiitskon- 
stante bewirkt wird, und zwar umsomehr, je groéfer die Kon- 
zentration des Nonelektrolyten ist. Infolge dessen konnen natiir- 
lich die elektrostatischen Anziehungskrifte stirker zur Geltung 
kommen, so dab sich das Gleichgewicht zu einem geringeren 
Dissoziationsgrad verschieben wird. Der dissoziationvermin - 
dernde EinfluB der Nonelektrolyte ist also auch theoretisch be- 


friedigend zu erkliiren. 


Resultate. 


|. Die Gefrierpunkterniedrigung verdtiinnter Gemische eines 
Klektrolyten und eines Nonelektrolyten ist nicht die Summe der 
Gefrierpunkterniedrigungen der Komponenten, sondern kleiner 
als diese. 

2. Die Ursache dieser Erscheinung ist das Absinken der 


Dissoziation des Elektrolvten auf Zusatz eines indifferenten Nou- 
elektrolyten. 

3. Die auf Zusatz eines Nonclektrolyten in der Leitfiahig- 
keit einer Salzl6sung beobachtete Verringerung hat thren Grund 
nur zum Teil in der Erhéhung der Viskositiét, zum groben Teil 
aber auch in der Abnahme der Dissoziation des Elektrolyten. 
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Hydrolyse des Hordeins.') 
Von 


Dr. A. Kleinschmitt. 


Mitteilung aus dem gérungs-chem, Laborat. der Kgl, techn, Hochschule in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. November 1907.) 


Aus der grofen Anzahl der bekannten Eiweifk6rper lassen 
sich 3 Proteine pflanzlichen Ursprungs, némlich das Gliadin 
aus Weizen, das Hordein aus Gerste und das Zein aus Mais 
durch ihr ungewohnliches physikalisches Verhalten in eine Gruppe 
zusammenfassen. Alle drei sind nimlich in Wasser wenig oder 
gar nicht, in verdiinntem Alkohol dagegen leicht ldslich. 

Wiihrend das Zein gleich als einheitlicher Korper erkannt 
wurde, glaubte Ritthausen, daB die alkoholl6slichen Proteine 
des Weizens und der Gerste aus je 3 verschiedenen Korpern 
zusummengesetzt seien, die man nach seinen Angaben durch 
fraktionierte Fiillung erhalten kann (Ritthausen, Die Eiweil- 
kirper der Getreidearten, Hiilsenfriichte und Olsamen, Bonn 1872). 
Kr nennt die des Weizens Gliadin, Glutenfibrin und Mucedin, 
die der Gerste Glutencasein, Glutenfibrin und Mucedin. 

Osborne und seine Mitarbeiter haben diese Angaben 
berichtigt und in sehr exakter, einwandfreier Weise den Nach- 
weis gefiihrt, dal es sich jeweils nur um einen Korper handelt, 
den sie dann Gliadin beziiglich Hordein nannten (Griesmayer, 
Die Proteide der Getreidearten, Hiilsenfriichte und Olsamen. 
Heidelberg 1897). 

Gliadin und Hordein lassen sich durch ihre physikalischen 
Kigenschaften nicht oder fast nicht unterscheiden, weshalb manclic 
Forscher sie fiir identisch hielten. 

Nur mittels Elementaranalyse sorgfiltigst gereinigter Pra- 
parate konnte Osborne (1. ¢.) einen geringen Unterschied 1) 
der Zusammensetzung feststellen. weshalb er die, Ansicht aus- 
spricht, dab es sich nicht um den gleichen Kérper handel! 


') Vel. Hydrolyse des Hordeins, Inaug.-Diss., Heidelberg 1907. 
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Fiir Gliadin aus Weizen liegen bereits Hydrolysen nach 


Mischer, ebensowie nach Kossel und Kutscher, von Ab- 
derhalden und Samuely und von Osborne und Clapp vor, 


+ 
i 


ir Zein von Langstein und von Kossel und Kutscher. 


Nach vorliegender Hydrolyse diirfte es nicht mehr zweifel- 


aft sein. daB Gliadin und Hordein nicht als identisch betrachtet 


} 
ai¢ 


werden kénnen, da sich Zahlen fiir a-Prolin, Phenylalanin und 
lyrosin ergaben, die doppelt so grof sind wie die, welche 
\bderhalden fiir Gliadin fand. 


























Gliadin ') Hordein Zein? Zein * 
Glykokoll ......-. 0,68 4) 0) 0) 
OT a a 2.66 134 OD _ 
\minovaleriansiiure . . . 0,33 140 vorhanden — 
Ca. 4 ce ae a we 4 6,00 7.00 11,25 — 
So a 2.4 5.88 1,49 
Phenylalanin...... 2.6 D.48 6,96 
(:lutaminsiure .. —_ 31.5 41,32 11,78 16,87 °) 
Asparaginsiiure 1,24 1.32 1,04 
nw Se He 4 SO ON 0.12 0,10 ~ 
Se a 1.7 051 O.81 
Ri gs oe Hw 3.4 3.14 ~~ 1.82 
Lik » & +. > o @ 3 0 0 - () 
[wee “sc & «cco oa 4: « 9 2.37 4.1) — 10,06 
\mmoniak ....... — 4.34 2.56 


', Abderhalden und Samuely. Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 
276, 1905. 
Langstein. Diese Zeitschrift. Bd. XXXVII, S. 508, 1903. 
Kossel und Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, 8S. 165, 


“und Bd. XXXVIII, S. 39, 1903. 


‘) Rihrt von einer kleinen Verunreinigung her (vgl. Osborne und 
Americ. Journ. of Physiology, Bd. XVIII, S. 231, 1906), deren 
rolyse jedoch mit obigen Zahlen nicht direkt verglichen werden kann, 
inter etwas anderen Versuchsbedingungen gearbeitet wurde. 
Usborne und Gilbert, Americ. Journ. of Physiology, Bd. XY, 
33. 1900. 
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Dagegen fiigen sich die drei Proteine ganz ungezwunger 
auch ihrer Zusammensetzung nach in eine Sonderklasse ein. 
die sich physikalisch dureh die Léslichkeit in Alkohol aus 
zeichnet und auch chemisch durch das Fehlen von Glykoko) 
und Lysin unter den Spaltungsprodukten charakterisiert ist, 


Experimenteller Teil. 


Zur Gewinnung des Ausgangsmaterials wurde Gerstenme!! 
mit der doppelten Gewichtsmenge 70%/oigen Alkohols zu einen, 
gleichmibigen Brei verrtihrt und L2 Stunden unter hautigen 
Umriihren stehen gelassen, hierauf die Fliissigkeit mittels einer 
Filterpresse klar abgepreft und zur Abscheidung des Hordeins 
2/5 des LOsungsmittels unter vermindertem Drucke abdestilliert. 
Beim Erkalten schied sich das Protein als gelatindse Masse 
am Boden ab. Dasselbe wurde mit destilliertem Wasser melr- 
mals durchgeknetet und gewaschen und. sehlieBlich auf dem 
Wasserbad und dann im Trockenschrank bei 100—110° ge- 
trocknet. Die Masse hatte eine hornartige Konsistenz yo! 
gelblichbraun durchsechimmernder Farbe. Die Priaparate ent- 
hielten im Durechsehnitt noch 9—10°/o Wasser. 

Zu einer Hydrolyse, die mit gréBter Genauigkeit und Sor,- 


falt durchgeftihrt wurde, wurden 656 g eines Priiparates ange- 
wendet, das 76.2499 oder 500 @ reines, trockenes Hordein enit- 
hielt. Dieser Berechnung wurden die Zahlen Osbornes (s. oben 
zugrunde gelegt, der 17,21°/o Stickstoff fiir reinstes Hordein 
angibt, da es nach der Art der Gewinnung ausgeschlossen er- 
scheint, dai noch ein anderer stickstoffhaltiger K6rper a: - 
wesend ist. Die Verunreinigungen erwiesen sich auch, wi 
nachtraglich festgestellt wurde, hauptsiichlich als Fette, neber 
mineralischen Stoffen. 

Diese, wie alle folgenden Stickstoffbestimmungen wurde! 


nach Kjeldahl ausgefihrt. 


0.5005 g Substanz gaben NH, = 16,6 ccm H,SO, 
lf ccm H,sO, 0,00364 g N 
= 12,0890 N = 76,24°/o Hordein. 


Ks wurde in der tiblichen Weise durch Kochen mit ki - 
zentrierter Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,19 am Riick- 
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‘luSkiihler hydrolysiert, nach dem Erkalten die abgeschiedenen 
Huminsubstanzen itiber Asbest abgenutscht und sorgfaltig mit 
\Vasser nachgewaschen. Sie wogen bei 110° getrocknet 46 g 
und enthielten im Mittel 3,19°/o N. 
0,5012 g Substanz gaben NH, = 4,4 cem H,SO, 
| ccm H,SO, = 0,00366 g N 
== 3,22°%o N. 
0,5238 g Substanz gaben NH, = 4.5 ccm H,SO, 
tL ccm H,SO, == 0,00366 g N 
= 3.15% N. 

Das Filtrat wurde bei sehr stark vermindertem Druck 
und 48° auf zirka die Hilfte des urspriinglichen Volumens ein- 
sedampft und dann zur Abscheidung der Glutaminsiure als 
Chlorhydrat bei 0° mit gasformiger Salzsdure gesiittigt. Hierbei 
wurde eine ungewOohnlich starke Entwicklung von Schwefel- 
wasserstoff beobachtet. 

Nach 8tiigigem Stehen auf Eis hatte sich eine sehr reich- 
liche Krystallisation gebildet. Da die Masse zu dickfliissig war, 
wurde sie mit dem gleichen Volumen eiskalten Alkohols ver- 
setzt und iiber Asbest abgenutscht. Die mit salzsiiurehaltigem 
Alkohol gewaschene Krystallmasse wog lufttrocken 335 g. 

Zur genauen quantitativen Bestimmung des Gehaltes an 
(lutaminsaure wurden genau 30 g des Rohpriparates mit tiber- 
schiissigem Baryumhydrat gekocht, mit Tierkohle entfarbt und 
stark eingedampft. Hierauf bei 0° mit gasf6rmiger Salzsiiure 
gesittigt und einige Zeit bei 0° stehen gelassen. 

Es wurden 23,1 g trockenes Glutaminsdurechlorhydrat er- 
halten, fiir die ganze Menge 258 g oder 206,6 g freie Glutamin- 
suure, 

Das Glutaminsiiurechlorhydrat hatte folgende Zusammen- 
-etzung: 

0.3174 g gaben NH, = 8,4 ccm H,SO, 
1 ccm H,SO, = 0,00284 g N 
Berechnet fiir C;H,NO,HCI: 7,65°'0 N 
Gefunden: 7,02 °/o » 

Aus dem Chlorhydrat wurde die Glutaminsiiure durch Ver- 
setzen mit titrierter Natronlauge in Freiheit gesetzt; sie gab 
‘olgende Zahlen: 
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0.2034 g substanz gaben 0,3041 g CO, und 0,1123 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: 40,81°/o C und 6,12°/o H 
Gefunden: 40.78°%o » » 6,17%o » 
Die Mutterlauge vom Glutaminsiéurechlorhydrat wurde bei 
20 mm Druck und einer 45° des Wasserbades nicht  iiber- 
steigenden Temperatur zum dickfltissigen Sirup verdampft und 
in der iiblichen Weise verestert, die Ester in Freiheit gesetzt. 
vetrocknet und der fraktionierten Destillation unterworfen. 
Zur Erzeugung des notwendigen Vakuums von Bruchteilen 
eines Millimeters wurde mit ausgezeichnetem Erfolg das von W oh! 
und Losanitsch (bB. d. D. chem. G., Bd. XXXVI, 5. 4149, 1905 
angegebene Verfahren beniitzt. (Einzelheiten siehe A. Klein- 
schmitt, Hydrolyse des Hordeins, Inauguraldissertation, Heidel- 
berg 1907.) 
Es wurden folgende Fraktionen erhalten: 


I. Fraktion bis 50° des Dampfes bei 9 mm Druck = 88 g 
iL. F » BH » > » J » > = 56,87 
III. ° » 100° » Bades- » 0,03 » » == 51,57 ; 
IV. » 180° » > >» 0,01 » » == 58,70 


Im Destillierkolben verblieb ein schwarzer, in der Kiilte 
erstarrender, gliinzender Riickstand, der nicht gewogen wurde. 
I. Fraktion (bis 50°), 

Diese Fraktion bestand fast ganz aus Alkohol. Sie wurde 
mit konzentrierter Salzsiiure auf dem Wasserbad verdampitt. 
Ks blieben nur wenige Dezigramm eines schmierigen Riick- 
standes. Es wurde absoluter Alkohol zugegeben und durcli 
Kinleiten von gasfOrmiger, trockener Salzsaure zu verestern 
versucht. Nach Einimpfen eines Krystéllchens Glykokollester- 
chlorhydrat wurde mehrere Tage bei 0° stehen gelassen. Es 
konnte keine Krystallisation erhalten werden. 

Derselbe Versuch wurde mit einer Fraktion aus eine! 
andern Hydrolyse, die bei einer Temperatur bis 75° der Démpte 
und 10 mm Druck tibergegangen war, wiederholt, doch konnite 
auch hier keine Spur Glykokoll gefunden werden. 


II. Fraktion (bis 85°). 
Die Ester wurden durch Kochen mit Wasser am Riick- 
flubkiihler verseift und dann auf dem Wasserbade zur Trockene 











| 


Ve 


Hydrolyse des Hordeins. 115 


verdampft. Zur Gewinnung des a-Prolins wurde mehrmals mit 
absolutem Alkohol ausgekocht. Es gingen 15,0 in Losung. 

Die alkoholunloslichen Aminosiéuren wurden nach den An- 
saben Fisehers (Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 151, 1901) 
racemisiert und dann der fraktionierten Krystallisation unter- 
worfen. 

Ks wurden im ganzen erhalten: 15,5 g Leucin vom Schmelz- 
punkt ca. 296°, 7,0 ¢ Aminovaleriansiure und 5,1 g Alanin vom 
Schmelzpunkt 292°. 

0.1874 g Substanz gaben 0,3769 g CO, und 0,1675 g H,O 
0.2803 » > > NH, = 7,0 ccm H,SO, 
| ecm H,SO, 0.0426 g N 

Berechnet fiir C,H,,NO,: 54,96 °o C, 9.92% H, 10,68°/0 N 

Gefunden : 54,85%o » 10,00°%o » 10.64%, » 

Aminovaleriansiiure gab folgende Zahlen: 

01975 g Substanz gaben 0,3707 g CO, und 0,1677 g H,O 

serechnet fiir C,H,,NO,: 51,28%o C und 9,40°o H 
Gefunden: H1,19%o >» » 9 50%o » 
Alanin: 
O,1981 g Substanz gaben 0.2934 g CO, und 0,1405 g H,O 
Berechnet fiir CJH,NO,: 40,45°,0 C und 7,87°/o H 
Gefunden : 40,39%0 >» >» 793% » 


III. Fraktion (bis 100°). 


Die Ester wurden wie vorher verseift, eingedampft und 
mit absolutem Alkohol ausgekocht. Es lésten sich 14,4 g, 
die mit der alkoholischen L6sung aus der vorigen Fraktion 
vereinigt und verarbeitet wurden. Nach dem Eindampfen im 
Vakuum wurde mit Wasser aufgenommen und in der tiblichen 
Weise mittels der Kupfersalze das racemische vom aktiven 
Prolin getrennt. Es wurden 12,9 g wasserfreies, racemisches 
rolinkupfer erhalten. Es gab nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser folgende Zahlen: 
0,2549 g Substanz verloren bei 120° 0,0275 g H,O 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,Cu +- 2 H,O: 10,99°/o H,O 
Gefunden : 10,71°%/o >» 
0,2276 g Substanz gaben 0,0620 g CuO 
Berechnet fiir C,H,,O,N,Cu: 21,79°/o Cu 
Gefunden : 21,86°/o » 
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Das aktive Prolin wurde mit H,S vom Kupfer befreit und 
gab nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol und Fiaillen 
mit Ather folgende Zahlen: 

QO,1872 g Substanz gaben 0,3572 g CO, und 0,1324 g H,O 

0,1607 >» , » NH, = 4,595 ccm H,SO, 

1 ccm H,SO, = 0,00426 g N 
serechnet fiir C,H,NO,: 52,18°/o C, 7,83°%o H, 12,17°%/o N 
Gefunden : 52,04°%o » 7,91°%o » 12,06°%o » 
Schmelzpunkt ca. 207°. 

Der in Alkohol unlésliche Rest dieser Fraktion wurde 
ebenfalls in der angegebenen Weise racemisiert und daraus 
durch fraktionierte Krystallisation 19,5 g Leucin und 1,6 g Alanin 
erhalten. Aminovaleriansiiure konnte in dieser Fraktion keine 
gefunden werden. Das isolierte Leucin zeigte den Schmelzpunkt 
295—297°, hatte die Zusammensetzung: 

0.2118 g Substanz gaben 0,4247 g CO, und 0,1918 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: 54,96 °/o © und 9,92°/o H 
Gefunden: 54,70°/o » » 10,13°/0 

Alanin: Schmelzpunkt 292°. 

0.1793 g Substanz gaben 0,2651 g CO, und 0,1257 g H,O 

0.1942 » » » NH, -= 10,7 cem H,SO, 

1 ccm H,SO, = 0.00284 g N 
Berechnet fiir C,H,NO,: 40,45°%o C, 7,87°/o H, 14,73°/0 N 
Gefunden : 40,33°/o » 7,84%0 » 15,66°%o >» 


IV. Fraktion (bis 180°). 

Sofort nach der Destillation wurde der Phenylalaninester 
durch Behandeln mit Wasser und AusschiittelIn mit Ather ab- 
getrennt, durch Eindampfen mit konzentrierter Salzsiéure ver- 
seift und das Phenylalanin in bekannter Weise in Freiheit ge- 
setzt. Es wurden 27,4 g erhalten von der Zusammensetzung : 





0.2463 g Substanz gaben 0.5899 g CO, und 0,1497 g H,O 
O3434 » » >» NH, = 6,75 ccm H,SO, 
| cem H,SO, = 0,00426 g N 

Berechnet fiir C,H,,NO,: 65,42°/o C, 6,66°/o H, 8,48°/o N 

Gefunden: 65,32°/0 » 6,80°%0 » 8,37°o » 

Die in Wasser léslichen Ester wurden durch 2stiindiges 
Erhitzen mit Barytwasser verseift, der Baryt durch Schwefel- 
siiure entfernt und in die stark eingeengte Fliissigkeit bei 0 
gasfOrmige Salzsiiure eingeleitet. Es wurden so noch 3 g Pheny!- 
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alaninechlorhydrat erhalten. Die im Vakuum stark eingeengte 
Mutterlauge wurde durch Silbercarbonat von dem Rest der 
Salzsiiure befreit und durch Kochen mit gefiilltem Kupferoxyd 
in die Kupfersalze tibergefiihrt und bis zur beginnenden Krystalli- 
sation eingedampft. Es wurden beim Abkiihlen 9,9 g bei 130° 
vetrocknetes, asparaginsaures Kupfer erhalten = 6,6 g freier 
Asparaginsaure. 

Einmal aus heifem Wasser umkrystallisiert und an der 

Luft getrocknet wurden folgende Zahlen erhalten: 
0,2425 g Substanz verloren bei 130° 0,0710 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,Cu + 4'/2 H,O: 29,45°/0 H,O 
Gefunden : 29, 28°%o >» 

0.2897 g Substanz gaben 0,1870 g CO, und 0.1315 g H,O 

Berechnet fiir CjH,NO,Cu + 4'/2 H,O: 
17,42%o C 5,08°Jo H 
17,65°/o » 5,08 %/o » 
0.1715 g Substanz gaben 0,0704 g CuO 
Berechnet fiir C,H,NO,Cu: 32,67°/o Cu 
Gefunden: 32.80°/o » 

Aus der Mutterlauge wurde das Kupfer durch H,5 ent- 
fernt und dieselbe im Vakuum zur Trockene verdampft. Der 
Riickstand wurde mit absolutem Alkohol ausgekocht, das Un- 
geloste mit wenig Wasser aufgenommen und im Vakuum iiber 
Schwefelséure der Krystallisation tberlassen. 

Es gelang schliefilich, nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
52 g Serin zu erhalten, das den Schmelzpunkt 241° besal 
und die richtige Zusammensetzung zeigte. 

0.2070 g Substanz gaben 0,2595 g CO, und 0,1229 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,: 34,30°/o C, 6,67°/o H 
Gefunden : 34,18°/o >» 6.64°%)0 » 

Glutaminsiiure konnte hier keine gefunden werden. 

Aus dem Destillationsriickstand wurde eine kleine Menge 
Krystalle isoliert, die sich nach dem Umkrystallisieren aus 
Kssigather als Leucinimid erwiesen = 2,9 g. 

Zur Bestimmung der Hexonbasen und des Tyrosins wurde 
genau nach den Vorschriften von Kossel und Kutscher (Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165, 1900, und Bd. XXXVIII, S. 39, 
1403) verfahren, 
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Ks wurde aus 38,98 g reinem, trockenem Hordein er. 
halten: O,1988 g Histidin, 1,236 g Arginin, 1,56 g Tyrosin 
und 1,693 g Ammoniak. Lysin konnte keines gefunden werden. 

Das Tyrosin wurde zur Analyse einmal umkrystallisiert - 
4 g Substanz gaben 0,5110 g CO, und 0,1270 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: 59,66°% ©, 6,07°%o H 

Gefunden: 59.46 °%lo » 6.06°/o » 

Die Krystalle gaben die Millonsche Reaktion. 

Die Gesamtresultate, auf 100 g reines Hordein vom Stick- 
stoffgehalt 17,21°/o berechnet, sind nun folgende: 


0.234 





Glykokoll 0) 

Alanin 1.34 
Aminovaleriansaure = 1,40 
Leucin 7,00 
a-Prolin 3.88 
Phenylalanin 5,48 
Glutaminsiure 4152 
Asparaginsaure 1.32 
Serin O10 
Tyrosin 4,00 
Histidin ODI 
Arginin 3,14 
Lysin 0 

Ammoniak $54 
Leuecinimid Q.D8 














Uber das Plastein. 
Von 
W. W. Sawjalow. 


(Der Redaktion zugegangen am 6, November 1907.) 


Beim Vermischen von stérkeren Albumosenlésungen mit 
Magensaft (etwa im Volumverhaltnis 3:1) und bei der darauf- 
folgenden Digestion des Gemisches im Thermostaten bildet 
sich ein Niederschlag eines Eiweiikorpers, welcher den Namen 
Plastein erhalten hat (Reaktion von A. Danilewsky). 

Bei der Erforschung dieser Reaktion entstehen folgende 
Fragen : 

1. Aus welchem Material bildet sich das Plastein ? 

2. Was fiir eine Veranderung erleidet dieses Material 
bei der Umwandlung in Plastein ? 

3. Welche Agentien rufen diese Verinderung hervor? 

4. Wie sind die Eigenschaften und die Zusammensetzung 
des Plasteins ? 

). Welche physiologische Bedeutung hat die beschriebene 
Reaktion in der Gesamtheit des chemischen Geschehens im 
Organismus ? 

Prof. Lawrow') war der erste, welcher zeigte, daBb nur 
diejenigen Verdauungsprodukte, welche durch Ammonsulfat 
ausgesalzt werden, Plastein geben kénnen. Sawjalow?) be- 
obachtete die Reaktion in den Proto- und Deuteroalbumosen- 
‘Osungen, welche nach Kiihnes Vorschrift bereitet wurden; 
Amphopepton reagierte sehr schwach und Antipepton gab gar 
keinen Niederschag. M. Lawrow und Salaskin’) erhielten 

') Dissertation, russisch. 1897. 

*) Dissertation, russisch, 1899. Auch Pfliigers Archiv, Bd. LXXXYV., 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 1902. 
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Plastein aus allen den Albumosenfraktionen, welche aus dem 
Witte-Pepton nach der Methode von Pick gewonnen waren. 
(So resiimieren die Verfasser ihre Versuche: in dem Text sind 
nur die Versuche mit der II., II. und IV. Fraktion beschrieben.) 
Kurajew') beobachtete die Plasteinbildung aus verschiedenen 
Pickschen Albumosen unter dem Einflusse sowohl des Magen- 
saftes als auch des Papaiotins;: mit dem Magensafte reagierten 
die sekundiiren Albumosen, die primiiren bildeten keinen Nieder- 
schlag (allerdings ftihrte die Mischung von Proto- und Hetero- 
albumose einen Niederschlag herbei). Mit dem Papaiotin bildete 
sich umgekehrt ein Niederschlag nur in den Losungen von pri- 
miiren Caseosen; die sekundiiren Albumosen geben kein Plastein. 
Albumosen, aus dem Witte-Pepton gewonnen, gaben in allen 
ihren Fraktionen mit dem Papaiotin einen Niederschlag. Wait’) 
fraktionierte die Albumosen des Witte-Peptons mit Alko- 
hol und Ather. Indem der Verfasser den Alkoholgehalt von 
20 %o bis 75°%/o erhdhte, gewann er 4 Fraktionen (d. 1. bei 
20°%o Alkoholgehalt, d. 2. bei 40%o, d. 3. bei 60°/o und d. 4. 
bei 75 °%/o). Das Filtrat von dem 4. Neiderschlage wurde mit 
Ather vermischt (auf 10 T. Filtrat 6 T. Ather) ; dabei bildete 
sich ein Niederschlag, welcher d. 5. Fraktion darstellt; diejenigen 
Albumosen, welche dabei in der Losung geblieben sind, bilden 
die 6. Fraktion. Der Verfasser betrachtet seine erste Fraktion 
als Protalbumose, die tibrigen Fraktionen nennt er Deutero- 
albumosen. Seine Versuche restimiert Wait folgendermahen: 
die Proto- und Heteroalbumosen reagieren mit dem Magensalte 
nicht; alle die Deuteroalbumosen geben Plasteinniederschiliige. 
am stiirksten die 6. Fraktion. 

Aus allen den angefiihrten Versuchen kann man den Schiub 
ziehen, dali verschiedene Forscher in der Frage nach dem Materia! 
zur Plasteinbildung keineswegs einstimmig sind. Das hiingt walhvr- 
scheinlich von der Verschiedenheit der Bedingungen, erstets 
von der ungleichen Starke der FermentlOsungen, zweitens yon 
den Verschiedenheiten der Albumosenpriiparate ab. So, z. b., 
sind die Alkoholfallungen von Wait mit den Salzniederschliigen 


') Hofmeisters Beitrége, Bd. I und II. 
?) Dissertation, russisch, 1905. 
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anderer Forscher keineswegs identisch. Alle die Fraktionen, 
welche Wait Deuteroalbumosen nennt, gaben bei der Siittigung 
ihrer neutralen LOsungen mit Kochsalz Niederschliige, besonders 
-tark die sechste Fraktion. Die Niederschlagsbildung unter diesen 
Bedingungen ist, wie bekannt, eine charakteristische Reaktion 
von Ktihnes primiren Albumosen. Die Strabburger Schule halt, 
wie bekannt, die Priparate von primiiren Albumosen nach 
Kiihne mit denen nach Pick fiir identisch. Pick selbst erwiihnt,!) 
dali sogar die Protalbumose bei der Siittigung mit Kochsalz 
aus neutralen LOsungen sehr schwer ausfallt. Alles dies beweist, 
dafi all die Deuteroalbumosenfraktionen von Wait auch pri- 
mire Albumosen enthielten. Daher erscheint sein SchluB, dab 
nur die sekundiiren, aber nicht die primaéren Albumosen Plastein 
zu bilden imstande sind, sehr unsicher, da Wait mit unreinen 
Losungen arbeitete. 

Aber wahrscheinlich tritt die Frage nach dem Material 
zur Plasteinbildung in eine ganz neue Phase ein dank folgendem 
Versuche. 

Bayer?) untersuchte das Verhalten von verschiedenen 
Albumosenfraktionen, welche nach Pick dargestellt waren, zum 
Magensafte und konnte dabei konstatieren, dal} keine einzige 
derselben einen Niederschlag gab. Als wir die Versuche von 
bayer wiederholten, konnten wir auch mit keiner Fraktion 
die Plasteinbildung erzielen, selbt nicht nach mehrtigigem Ver- 
weilen im Thermostaten. Die Versuchsbedingungen : 35—40°/oig 
Albumosenl6sungen in ®/10 HCl wurden mit !/3 Volumen natiir- 
lichen Magensaftes vermischt.) 

Mithin miissen wir die Beobachtung von Bayer voll- 
stiindig bestiatigen. Aber seinem Schlusse, dali die Albumosen 
keineswegs als Material zur Plasteinbildung betrachtet werden 
sollen, kénnen wir nicht beipflichten. Unsere Versuche beweisen, 
uingekehrt, daB die Albumosenfraktionen, welche nach Pick) 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 245. 

*) Hofmeisters Beitrige, Bd. IV. 

*) Zu unseren Zwecken geniigte die erste Fraktionierungsmethode 
von Pick, welche bekanntlich aus dem Witte-Pepton 6 verschiedene 
rraktionen darstellen laf. 

9° 
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gewonnen wurden, das tvpische Plastein geben. Zum Beweise 
dient folgender Versuch: Diejenigen Fraktionen, welche einzeln 
mit dem Magensafte keine Spur von Niederschlag geben, bilden 
miteinander vermischt einen reichlichen Plasteinmiederschlag, 
Wir haben unsere Versuche mit verschiedenen Albumosenkom- 
binationen angestellt und kénnen behaupten, da’ nur in der 
Mischung, welche alle Fraktionen enthilt, die Plasteinbildung 
beobachtet wird. 
Wir haben folgende Mischungen von Fraktionen bereitet: 

i + I 

i + IV 
f + i+ Ill 
| + H+ IT+1V 
| 
] 


+- TI 
 |[-- Ill -'- IV ++ Heteroalbumose 
I] -+- til+I1V 
Ill 4-1V 
| -'. If-+- lI--IV -!- V + Heteroalbumose 


| - Y]+- Il+ IV -- VI -+ Heteroalbumose. 

In keiner einzigen dieser Mischungen wurde ein Nieder- 
schlag erhalten, wenn man von einer winzigen Triibung absielit, 
welche in der Fraktion VI und in allen diese Fraktion ent- 
haltenden Mischungen erscheint. Umgekehrt in der Mischung, 
welche alle diese Fraktionen enthalt (I 4-1 -- II-+- IV + V-—-\I 
+ Heteroalbumose). Hier bildete sich ein ganz typischer Plastein- 
niederschlag. 

Als wir im Jahre 1899 die Versuche mit verschiedenen 
Albumosen anstellten, hatten wir keineswegs im Auge, die Fraze 
zu entscheiden, aus welchem «K6rper» das Plastein sich bildet 
und zwar aus dem Grunde, weil wir die Niederschlage, welche 
aus der Verdauungsfliissigkeit bei der Salzfraktionierung aus- 
fallen, schwerlich fiir chemisch bestimmte Korper halten konnten. 
Wir beabsichtigten, nur festzustellen, mit welcher Fraktion die 
Plasteinbildung sicherer beobachtet werden kann. Diese unsere 
Versuche zogen eine lange Polemik nach sich, verschiedene 
Forscher reinigten ihre Fraktionen in verschiedener Weise 
und bekamen verschiedenartige Resultate, bis dieser Weg 10 
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den Versuchen von Bayer ad absurdum fiihrte. Unsere jetzigen 
Versuche setzen, wie es scheint, dieser unendlich weit ge- 
fiitrten analytischen Methode in der Erforschung dieser Frage 
eine Grenze und zeigen einen andern Weg, welcher auberdem 
viel leichter ist. Wir verdauten nimlich 5 g Plastein (aus 
Witte-Pepton) mit Hilfe von 250 ccm natirlichen Magen- 
saftes vom Hunde. Nach zwei Tagen wurde die Fliissigkeit 
neutralisiert (wobei ein geringer Niederschlag von unverindertem 
Plastein sich bildete) und in tiblicher Weise nach Pick frak- 
tioniert. In der LOsung waren all 4 Grundfraktionen von Al- 
bumosen vorhanden. Den reichlichsten Niederschlag haben wir 
bei der Halbsittigung mit Ammonsulfat erhalten. Nach dem 
Abfiltrieren von der “. Fraktion fiel die Biuretreaktion im Filtrate 
lark positiv aus. 

Somit bilden sich bei der Verdauung des Plasteins alle 
Albumosen- und auch Peptonfraktionen. Dieser analytische Ver- 
such bestétigt also die Resultate des oben beschriebenen syn- 
thetischen Versuchs: an der Molekiilkonstruktion des Plasteins 
nehmen alle die Fraktionen von Pick teil. Unsere Versuche 
liber dies Thema dauern fort. 

Von dem Standpunkte dieser Resultate werden die ab- 
weichenden und sehr widerstreitenden Angaben anderer Forscher 
so erklart, dai das Plastein nur in denjenigen Versuchen mit 
einzelnen Albumosen erhalten werden konnte, in welchen die 
Reinigung der Albumosenpriéparate nicht so weit gefiihrt wurde, 
und wo neben der Hauptfraktion auch Beimischung anderer 
Fraktionen in der LOsung vorhanden war. 

Der wichtigste Schluf} aus unseren Versuchen  besteht 
darin, daB mehrere Albumosenmolekiile bei der Bildung des 
Plasteins teiInehmen, dali die betrachtete Reaktion also einen 
synthetischen Prozel} darstellt. Damit treten wir an die zweite 
Frage nach dem Charakter der chemischen Umwandlung, welche 
die Albumosen bei der Plasteinbildung erfahren. Es sind ver- 
schiedene Ansichten tiber dieses Thema ausgesprochen worden,') 
da sich aber keine derselben auf Tatsachen stiitzt, sondern alle 


‘') Vgl. Salaskin, |. c.; Sawjalow, |. c¢. 
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bloke Vermutungen sind, so ist es tberfliissig, auf dieselben 
einzugehen. 

Wir gehen darum zum Tatsachenmaterial tiber, welches 
den synthetischen Charakter der Plasteinbildung beweist. 

Wir haben eine Reihe von Versuchen angestellt, um diese 
Ansicht zu stiitzen: wir bestimmten niimlich die Ordnung der 
Reaktion der Plasteinbildung. 

Aus allen Methoden, welche zur Bestimmung der Reak- 
tionsordnung gebraucht werden, betrachten wir nur die Methode 
der gleichen prozentischen Umwandlung als fir unseren Fall zu- 
verliissig. Diese Methode stiitzt sich, wie bekannt, auf folgende 
Regel: bei verschiedenen Konzentrationen der reagierenden 
Stoffe ist die Zeit, in welcher die gleiche prozentische Menge 
dieser Stoffe in eine neue Form umgewandelt ist, von der 
Ordnung der Reaktion abhiingig; so sind bel den monomole- 
kularen Reaktionen die Zeiten der gleichen prozentischen Um- 
wandlung gleich bei allen Konzentrationen, bei den bimolekularen 
Reaktionen verhalten sich die Zeiten den Konzentrationen umge- 
kehrt proportional, bei den trimolekularen Reaktionen sind diese 
Zeiten dem Quadrat der Konzentrationen umgekehrt proportional. 

Der Vorteil dieser Methode fiir unsere Aufgabe besteht 
darin, dal} es hier nicht notig ist, die absolute molekulare 
Konzentration der reagierenden Stoffe zu bestimmen. Wir wissen 
bisher nicht genau, welche Stoffe bei der Plasteinbildung be- 
teiligt sind und in welehem Mabe dies der Fall ist. Wenn wir 
auch annehmen, dal alle die Fraktionen der Verdauungsmischung 
daube: in gleichem Mabe teilnehmen, so kOnnen wir die mole- 
kulare Konzentration doch nicht bestimmen, da das Molekular- 
gewicht dieser Stoffe unbekannt ist. Daher sind wir auf die 
Methode der gleichen Umwandlung verwiesen, da es sich hier nur 


um relative Konzentrationen handelt. 

Ks ist aber noch eine Schwierigkeit vorhanden und zwar 
in der Bestimmung des richtigen Titers der Salzsiiure bei ver- 
schiedenen Konzentrationen der Albumosenlésungen. Die Rolle 
der Salzsiiure bei der Plasteinbildung ist ebenso unklar, wie 
bei der Peptonisation des Eiweibes. Man kann annehmen, dab 
die Salzsiiure mit dem Pepsin die Pepsinchlorwasserstoffsaure 
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hildet, aber die Verbindung mit Albumosen nicht eingeht; bet 
dieser Voraussetzung muBb der Titer der Saéure bei verschiedenen 
Albumosenkonzentrationen gleich bleiben, ebenso wie die Kon- 
gentration des Pepsins dabei gleich bleibt. Wenn aber die 
Salzsiure mit den Albumosen Verbindungen (Chlorhydrate) ein- 
seht und nur diese Chlorhydrate bei der Plasteinbildung be- 
teiligt sind, dann muf sich auch der Gehalt an Salzséiure mit 
der Konzentrationsiinderung der Albumosen dndern. Mit einem 
Worte, bei der ersten Voraussetzung miissen wir unsere Albu- 
mosenlOsungen mit der Salzsiiure desselben Titers verdiinnen, 
hei der zweiten Voraussetzung ist die Verdtinnung mit Wasser 
notwendig. Da wir theoretisch zwischen diesen zwei Moglich- 
keiten nicht entscheiden kénnen, so haben wir unsere Versuche 
nach beiden Voraussetzungen hin angestellt. Bei der ersten 
Voraussetzung ist das Verhiiltnis des Chlorwasserstoffs zum 


Gesamtvolumen der Mischung konstant ( ——— 5 Konst. ), bei der 


\ ) 
zweiten Voraussetzung bleibt das Verhiltnis von HCl zur Albu- 
HC] p ) 
mosenmenge konstant {——— — Konst. }. 
Alb / 


Die Resultate der Versuche sind in den Tabellen | und II 
zusammengestellt. Die theoretischen Zahlen sind unter der 
Voraussetzung ausgerechnet, dafi wir eine nicht umkehrbare 
Reaktion vor uns haben. Da aber die Gleichung der mono- 
molekularen Reaktion, wie aus den Tabellen ersichtlich, den 
Versuchszahlen nicht entspricht, muf man schlieben, daf die 
betrachtete Reaktion mindestens bimolekuliir, also synthetisch 
ist. In diesem Falle aber, wenn wir niimlich die Verdaulichkeit 
des Plasteins im Auge halten, miissen wir (in Ubereinstimmung 
mit allen anderen Versuchsresultaten) annehmen, daf einerseits 
die Plasteinbildung aus Albumosen und andererseits seine Ver- 
wandlung in Albumosen zwei umkehrbare Reaktionen sind. 
Venn dem so ist, so miissen, wie bekannt, die gewOhnlichen 
Geschwindigkeitsgleichungen entsprechend abgeiindert werden. 
Jedoch in unserem Falle ist eine soleche Abiinderung nicht notig 
und zwar aus zwei Griinden. Erstens wird die Verdauung der 
Liweibstoffe in Anwesenheit von stiirkeren Albumosenlésungen 
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Tabelle I. 














{Cl 
1. Reihe, y = Konst. 
Gehalt Plastein ie 
des ccm CCin ¥'o des Trockenriicksi,; 
Trocken- der der Albumoselésun, 
ee der er- 
riick- ’ eae 
Num- | nor- ecm stun- Theor 
standes Albu- ‘ ; ye 
Teg wie ment- Plastein Jo ee a 
mel malen Wasser den Ver- ; a ps 
Albu- . mose- losung ‘'mono- mole- 1p 
mosen-  >alz- ‘ . _—s mole- | kular.. ky 
l6sung — sdure losung kular. Reak- I 
01, ecm g Reakt. tion | { 
an, | BO | 450 ~ '290 | 12 | 1,5040] 7.88 - 
| BS 174 x ig - ee. oe = 
5,0 22,5 | 22,5 | 20 12 15165] 54 7,88 
9) 254) — 10 12 0.4092 | 6.79 
am a2 2.) 12.5 12.5 10 12 0.1595} 5.30 6,79 
2 26.14 
2.5 125 | 125 10 24 0.2068 | 6,87 6,79 
25 12.5; 12.4 10 48 0.2447 | 8.13 ] 
2.9 25,0 10 5 0.8763 [LO.86 
- 2 O77, 2.5 12.5 12.5 10 5 O.B86L 7 9.58 10.86 
re) Dus yu fe 
2.5 12.5 | 12,5 | 10 10) |) O4451 11,04 10,86 
9.5 12.5 12.5 10 2() 0.5971 J13.82 | 
pred 025 10 nis 225) 6 | 00,1085] 3,67 
Ls VA ve - ~ > Las Law | , 
, JHCIdezi- O95 | 40 — | 225! 6 | 0,1077] 3,64 | 
normal. 7 : vi a 
Titers 1.) 10 4) 6 0.09384) 3.16) 3.655 
2) — 7.5 12.5 03925] 6.64 | 
— - 20 o 7.5 | 12.5) 0.3777] 6.39 | 
sate 2() 20) is | 15 12.5 0.2839] 4,80) 6.52 | 
Losung . : | oe 
: enthilt | 2,0 20) 18 15 12,5, 0,2841] 4,81 6,52 | 
a HC! 2.0 20 {8 15 25 ~—s 0.3643 1 6.16 6,52 
dezinor- 2) 1) 18 5 25 | 0.3506] 5.94 | 6.52 
Tae | 20) | 20 18 | 15 | 50 | 0.4032] 6,82 | 6.38 
cis _ 
2.0 20) 18 15 dD | 0.4160] 7,04! Hide 
20) — 70 9  , 06216 10,52 
2 542 2 20 18 Ld 9 0,4323 | 7,32 | 10,52 | 
HC] 2 21) 18 1d 9 0.44301 7.50) 10.52 
4 i } = 
6 <dezinor- 2 20) Is 1d 18 0.5514] 9.33 © 105 
malen 2 2) 18 15 18 = OARS] 9.46 10.5 
wo 20 18 | 15 36 :0,6145 110,40 10.58 
2 20 is | 15 36 0,6134 |10,38 | | 10.0% 
29,042 20 7.5 6 OAS] 7,565 | 
HCl | - 7.5 | 6 | 0,4527] 7,66 | 
” dezinor- . : sean «x - 
aii kei 9 2) 18 15,0 6 0.2526] 4.12) 7,61 
Titers yo 20 18 15.0 6 § 02550) 416° 7,61 | 





' oe 
06 


6.02 
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Trocken-| Plastein 
ack des Trockenriickstandes 
rucKk- + . i 
' 4d Nor- | Albu- Fer- der Albumoselésung 
stan : 
\ male : Stun- Theorie 
; der . mose- Wasser ment- | Plastein | 
\lbu- Salz- V , der der di- dertrie 
4 - ™ . er- 
atx lOsung lisung, den mono- mole- mole- 
mose- | 5 , 
an : all mole- kular, kular. 
1oSUNng ' kular. Reak- Reak- 
0/9 ccm cem cem ecm g Reakt. tion tion 
4d 25.0 oe 10) 11 O.S130 4} 7.63 
2 25 12.5 t.79 10 11 0.26071 4.92 7.63 
re) , 
ro.s 
2.25 12.5 t.79 10 22 0.5260 | 6.15 7.65 
2.25 12.5 1.7) 10 |} 44 O4075 1] 7,68 7.63 
2.5 25 10 D O.S8763 TLO.R6 
— 1.25 12.5 Wh: 1 | 5 030191 7.49 10.86 
Z O2.240 : : rs 
1,25 12.5 Wh, 10 10 | 0.31721 7.87 10.86 
1,25 12.5 3,75 10 20 0.4001 | 9.98 10.86 
sialaae tO 25 10 D 1.0032 [12.44 
2.4/9 
2.20 12.5 t7)D 10 5 027091 6.72 12,44 
3 25 — 5» | 12 0.5739 | 8.57 
3 25 — dD | | 2 ( ha i is Oo, | S 
27.677 | 
1.d 12.5 14 D 12 O1(US907T 4.15 837 
1,5 12.5 14 dD 12. O1338] 4.00 837 
5 25 - y 12 0.683521 7.31 
3 25 y 12. -O.6910]7 7.38 
i5 12,5 14 a) 12) 0.20597 4,39) 7,35 
e Ld 12.5 14 ) 12 | 0.21251 4.53 7,35 
7 482 
1.5 12.5 14 y 24 OZP8HDT 6.14 7.35 
bj 
1.5 12.5 L4 rs) 24 027607 5.80 7.33 
1.5 12.5 14 dD ‘ )©6=6s0.3102 | 6.62 
1.5 12.5 14 dD | Bb 0.3035 | 6,48 6,68! 


Interpohert. 











128 W. W. Sawjalow, 


Tabelle IL. Fortsetzuny 
Hcl 
Alb 


iw) 


. Reihe, = Konst. 











———— corer — 
&Trocken- , Plastein 
riick- | °'y des Trockenriickstande. 
Nor- | Albu- ker- der Albumoselisuny 
. stand ) Stun 
um- niale . ~ ai | | ee 
. der | mose- Wasser ment- Plastein | Phe — 
mer | Albu- Salz- a der der di- de 
saab een losung | lOsung den ~ |}mono-; mole- 1 
Ose- Si ‘c ‘ | 
3 _—s mole- | kular. kular 
losung | ’ kular. | Reak-) Reak- 
V9 ecem ecm ccm ccm g | Reakt.! tion 
3 25 — 5 12»  -0,6952 | 7.43 | 
3 25 — ) 12. | 0.6910] 7,37 | 
1.5 12.5 14 Dd 12 | 0.20591 4,39! 7,40 | 
- | 1,5 12.5 1-4 5 | 12 | 02125] 4,54) 7,40 | 
1d 12,5 144; 5 24 | 0.2865] 6,12 | 740 
| 
15 | 12,5 14 5 | 24 | 0,2760] 5,89 | 740 
15 | 125); 14 5 36 0,3102 | 6,62 | 6,0 





| Ld 12.5 1+ 5 36 | 0.3035 1 6,48 | 6,70 





2 25 or 5 | 12 | 0.55027 5,26 
2 25 — 5 12 0.5642 5.34 
. oe 2.5 ABS |B | AD | O28) 4,59) 530 
I 125; 135 | 5 12 | 0.2465] 4,63 5,30 | 
| 25) 135 45 | 24 | 0.3392] 6,42 | 5,30 
l 5 0 135 0 «5, 24 | 03410] 6,45 | 5,30 
; | 
2 | 2 | — | 38 | 8 | 03865] 4,65 | 
125 135! 3 | 16 | 01471] 3,54 | 4,65 
s J33273 | 1 | 125 13,5) 3 | 16 | 0.1505] 3,62, | 4,65 
l 125 135 3 | 32 0.2085] 5,01 | 4.63 
| 12,5 i356; 3 32 | 02243 5,50 | 4,63 








') Interpoliert. 
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volistaéndig unterdriickt. Durch spezielle Versuche haben wir 
uns liberzeugt, daBb die Mettschen Eiweifirdhren in unseren 
Albumosen- Magensaftgemischen unverindert blieben. Aber wenn 
die Verdauung des gebildeten Plasteins in unseren Versuchen 
dennoch statthitte, so behielten doch die Gleichungen der nicht 
umkehrbaren Reaktionen thre volle Kraft, weil das Produkt der 
Reaktion — das Plastein — einen unlodslichen Stoff darstellt, 
d. h. eine konstante Konzentration besitzt. 

Sei dieser Bedingung tibt die umgekehrte Reaktion, wenn 
sie tiberhaupt stattfindet, keinen FEinflufi auf die Form = der 
Gleichung. 

Die angefiihrten Versuche beweisen, erstens, dab die 
Reaktion der Plasteinbildung kein einziges Mal die Geschwindig- 
keit der monomolekularen Reaktion zeigte. Mit anderen Worten, 
bei der Bildung des Plasteins nehmen mindestens zwei Molekiile 
teil, d. hh. wir haben eine synthetische Reaktion vor uns. Welche 
Ordnung wir der betrachteten Reaktion zuschreiben sollen, ist 
ziemlich schwer zu sagen. In einigen Versuchen haben wir 
Zahlen erhalten, welche der dimolekularen Reaktion entsprechen, 
in anderen Fiéllen entsprechen sie der trimolekularen Reaktion. 
Wenn wir die Seltenheit der trimolekularen Reaktionen tiber- 
haupt in Betracht ziehen, so ist es zweifelhaft, daf drei Mole- 
klle an der Bildung des Plasteins teilnehmen. Diejenigen Ver- 
suche, welche die trimolekulare Geschwindigkeit zeigten, konnen 
vielleicht durch eine nebensiichliche Ursache erkliirt werden, 
nimlich durch die ZerstOrung des Fermentes, welche in unseren 
Versuchen unzweifelhaft stattfindet, teils wegen der allgemeinen 
Neigung der Fermente zur Zerstérung, teils weil das Ferment 
durch den Plasteinniederschlag mitgerissen wird. 

Infolge dieser Fermentverminderung verkleinert sich die 
heaktionsgeschwindigkeit besonders zum Ende des Versuches 
und diese annormalen Geschwindigkeiten kénnen in langdauernden 
Versuchen (48—50 St.) die Zahlen geben, welche denen der 
trimolekularen Reaktion entsprechen. Daher konnen wir die 
richtige Reaktionsordnung nicht genau feststellen. Aber die 
besagte Einschriinkung hat keine Bedeutung in der Lésung der 
Fragen nach der monomolekularen Reaktion. Im Falle der 
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monomolekularen Reaktion sind die Zeiten der gleichen pro- 
zentischen Umwandlung bei beliebigen Konzentrationen der rea- 
gierenden Stolle einander gleich. Es ist einleuchtend, dab die 
Fermentzerstirung in gleicher Zeit sowohl in stérkeren als auch 
in schwiicheren Albumosenlésungen gleich weit vorgeht und die 
Geschwindigkeitsverminderung in allen Proben gleichmabig ist, 
unabhingig von den Albumosenkonzentrationen. Mit einem 
Worte, man kann, auf diese Versuche sich stiitzend, ganz sicher 
sagen, dal} die Plasteinbildung keine monomolekulare, also eine 
svnthetische Reaktion ist. 

Aus den mitgeteillen Versuchen kénnen wir sehlieBen, dab 
das Plastein mindestens aus zwel, vielleicht aus drei Molekiilen 
sich bildet, dal} also das Plastein ein Produkt einer synthetischen 
Reaktion ist. 

Wenn dieser Schluf richtig ist, so k6nnen wir erwarten, 
dafi das Molekulargewicht des Plasteins héher ist, als das Mole- 
kulargewicht derjenigen Produkte (Albumosen), aus welchen es 
sich bildet. Es geht dies iibrigens schon aus den sehr aus- 
gesprochenen kolloidalen Eigenschaften des Plasteins hervor. Ks 
war aber notig, dasselbe durch einen direkten Versuch zu be- 
stiitigen. Zur Ermittelung des Molekulargewichtes des Plasteins 
kann man die Bestimmung seines Siureiiquivalentes anwenden. 
Plastein ist eine Siiure, welche in Wasser unldslich ist, aber 
es bildet wasserlosliche Alkalisalze. Wenn man also bestimmt, 
welche Menge Alkali fiir die Lésung eines gegebenen Plastein- 
gewichtes notig ist, so kann man das minimalste Molekular- 
gewicht leicht ausrechnen. Bei der Ausfiihrung dieser Versuche 
erwies es sich aber, dali nach der Aufljsung des Plasteins die 
Fliissigkeit keine Rosafiirbung mit Phenophthalein gibt. Um 
dieselbe zu erhalten, muf man noch Alkali zusetzen. Die einzig 
mogliche Erkliirung dieses Verhaltens ist die Annahme der Vie!- 
wertigkeit der Plasteinsiiure. Die Wertigkeit ist bei den meisten 
Priiparaten dieselbe (= 3), aber das Priiparat Nr. 6 gibt die 
Zahlen, welche auf die zweiwertige Siiure hinweisen. In dem 
Priiparate Nr. 1 ist das Monometallsalz, bei den Praparaten 
Nr. 2, 3, 4 und 5 sind die Bimetallsalze in Wasser loslich. 
Wenn man die Leichtigkeit, mit welcher die Saéureeigenschaften 
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bei den Kiweiikorpern herrorgerulen resp. veraindert werden 
kjnnen, im Ange hilt, so wird man sich tiber die beschriebenen 
Abweichungen nicht wundern. Die Resultate der Versuche sind 
in der Tabelle Ill zusammengestellt. Von den vielen Titrationen, 
auf welche die Tabelle sich stiitzt, fitihre ich als Beispiel die 
zu dem Priiparate Nr. 3 gehdrenden an. 

Das Plastein wurde in itiblicher Weise aus Caseosen dargestellt, 
durch dreimaliges Ausfillen gereinigt. Die Lésung enthielt in 100 cem 
2622 ¢ Plastein und 0,1 g NaOH. 

a) 10 cem der Lisung wurden mit der dezinormalen Schwefel- 
siiure bis zum Anfang der Ausfillung titriert. Verbraucht 

1.6 cem H,SO,. 

Zu dieser Fliissigkeit wurde dann dezinormale Alkalilésung bis zur 

Rosafiirbung mit Phenolphthalein hinzugefiigt. Verbraucht 
0.5 com NaOH. 

Dann wurde das Gesamtalkal der Liésung neutralisiert und zur 
Fliissigkeit Alkali ("j10) hinzugefiigt. 

Bis zur Auflésung des Niederschlages verbrauchit 

1,05 cem NaOH. 

Bis zur Rosafiirbung mit Phenolphthalein 

0,4 cem NaOH. 

b) 10 cem der Losung wurden mit der "/10-H,SO, titriert. 

xis zum Verschwinden der Rosaférbung mit Phenolphthalein ver- 
braucht 

1,2 ccm H,SQ,. 

Bis zum Anfang der Ausfallung 

1,5 ccm H,SO,. 
Das Gesamtalkali der Lésung neutralisiert. Man titriert mit dem 
dezinormalen Alkali. Bis zur Aufl6sung verbraucht 
1,2 ccm. 
Bis zur Rosafiarbung 
1.5 ccm. 

c) 10 ccm der Loésung werden mit der Saure titriert. Bis zum 

Verschwinden der Farbung verbraucht 
1,1 ccm H,SO,. 

Bis zum Anfang der Ausfallung 
1,5 com H,S0,. 

d) 50 ecm der Lisung werden mit der Saure titriert. Bis zum 
Anfang der Ausfillung verbraucht 

7,6 cem H,SQ,. 

Dann giefit man Alkali zu bis zur Farbung mit Phenolphthalein. 

Verbraucht 2,6 ccm. 
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Zahl der Kubikzentimeter Alkali, welche in jeder der oben erwihnten 
Bestimmungen von dem Plastein gebunden waren. 











Volumen Zur Auflésung Bis zur Rosafarbung 

der Plasteinlésung des Plasteins mit Phenolphthalein 
a,) 10 0,9 | 1,4 
a,) 10 1,05 | 1,45 
b,) 10 1,0 | 1,3 
by) | 10 1,2 1,5 
Cc) 10 1,0 1,4 
d) 50 49 1,0 
Summe .. 100 | 10,5 14,55 
Mittel fiir 10 cem der Plasteinlésung — 1,05 1,45 


Wenn wir annehmen, dafs ein Bimetallsalz bei der Auflésung und 
ein Trimetallsalz bei der Rosafiirbung mit Phenolphthalein sich bildet,. 
rechnen wir die Alkalimenge fiir ein Saéuredquivalent von 1 g Plastein 
wie folgt: 

14.5 : 2.622 = 5,53 
5,593: 3 = 1,84 ccm "/10-NaOH. 
Daraus ergibt sich das Molekulargewicht: 











LOOO e 
—- == §434, 
0,184 
Tabelle IIL. 
I II | Wl | IV V / VI} Vil | VI 
| 
‘Menge des Menge des 
dezi- | dezi- | 
| | /normalen Ver-| Wertig- | Mole- 
lum- laste; Yactejn-| normalen calis. | ua, | hee 
Num Plastein Plastein-| ond Alkalis a 
Alkalis, welchezur 
mer aus gewicht welchezur Farbung| nis, des | ge- 
| i d Plow = . j : 
_Auflésung eer herared | 'Plasteins wicht 
panne phthalein | | | 
| notig ist | nétig ist | | 
| | 
g ; cem ccm | | 
| |: | | 
1 |Witte-Pepton 3,2325 49 14,8 3,02 | 5 | 6996 
2 2.5175 — 70 |— | (3) | 7143 
3 | Casein 2.622 10,5 14,55 |1,37; 3 | 5434 
4 |Pepton Gehe | 3,927 1229 | 186 | 1,44 3 | 6329 
| | P See 
5 | Ovalbumin 2 4985 9,7 13,15 | 1,46 3 D618 
6 | Casein 3.1865 | 5,9 11,5 (1,96. 2 D443 


Mittel 6057 
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Die Zahlen der Tabelle Ill erweisen, dai das Molekular- 
gewicht des Plasteins im Mittel zweimal hoher ist, als das gréBte 
bekannte Molekulargewicht der Albumosen (= 3000); jedenfalls 
stimmt die Grodfenordnung des Molekulargewichts von Plastein 
mit denen der echten Eiweifikorper gut tiberein. 

Das Plastein erscheint in der fermentierenden Fliissigkeit 
zuerst in einer l6slichen Form. Wenn man niimlich eine stirkere 
Albumosenlosung mit dem Magensafte vermischt und die Mi- 
schung bei gewOhnlicher Zimmertemperatur sich selbst tiber- 
\iBt, so erscheint nach 15—-24 Stunden keine sichtbare Ver- 
‘inderung in der Fliissigkeit oder héchstens bemerkt man eine 
leichte Opalescenz. Aber beim Aufkochen bildet sich ein reich- 
licher Niederschlag eines Korpers, welcher sich weder in seiner 
Zusammensetzung noch in seinen Eigenschaften von dem Plastein 
unterscheidet. Der Niederschlag lést sich, wie das typische 
Plastein, in einer schwachen Alkalildsung; aus dieser Lésung 
fillt der K6rper beim Neutralisieren, beim Kochen ohne Zusatz 
der Salze und bei Zimmertemperatur nach dem Zusatze der 
Neutralsalze. Mit einem Worte, der Niederschlag zeigt den 
cewOhnlichen hoch kolloidalen Charakter des Plasteins. Seine 
Zusammensetzung entspricht der des Plasteins, welches von 
mir im Jahre 1899 aus Wittepepton erhalten wurde, niimlich 


Lésliches Plastein Plasteinniederschlag (1899) 
C — 53,70% 53,36—53,62 °/o 
H — 6,94°/o 7,39— 7,20°/o 
N — 14,58 %/o 15,33—15,33/o. 


Die Bildung des léslichen Plasteins in der Fermentations- 
liissigkeit bestitigt nochmals den synthetischen Charakter des 
Prozesses; es bildet sich néimlich in der Fermentationsfliissig- 
keit ein in der Hitze koagulierbarer EiweiBkOrper, d. h. ein 
entschieden kolloidaler, resp. hochmolekularer Koirper. Das lés- 
‘iche Plastein féallt dann aus (wahrscheinlich unter dem Kin- 
lusse der Elektrolyte der Fliissigkeit). Diese Ausfiillung wird 
schon bei Zimmertemperatur beobachtet, wenn man das Fer- 
mentationsgemisch lingere Zeit sich selbst tiberlaift. Bei Kérper- 
‘crnperatur wird die Ausfillung beschleunigt und beim Kochen 
initt sie, wie gesagt, sofort auf. Das Auftreten dieses kolloidalen 
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lOslichen Plasteins entzieht sich der Beobachtung bei der [i- 
gestion des Gemisches im Thermostaten wegen des schnellen 
Verlautes der Reaktion bei dieser Temperatur. Die Herab- 
setzung der Temperatur verlangsamt den ProzeB und labt somit 
verschiedene Phasen desselben einzeln beobachten. 

Herr Wait in seiner Dissertation sowie Prof. Lawrow 
in seiner letzten Mitteilung!) weisen viele Male darauf_ hin. 
dai es ihnen nicht gelungen ist, die Bildung von léslichem 
Plastein zu beobachten. Als ich aber die Versuchsprotokolle 
von Wait durchsah, fand ich zu meiner groben Verwunderung, 
dafs er alle seine Versuche bei 40° C. angestellt hat. Bei 
dieser Temperatur habe ich auch niemals Bildung von ldés- 
lichem Plastein beobachtet. Um das l6sliche Plastein zu er- 
halten, mufi man den Versuch bei Zimmertemperatur ausfiihren, 
wie dies in meiner vorliiufigen Mitteilung?) ausdriicklich er- 
wiihnt wurde. Es ist also kein Wunder, dali Herr Wait, der 
doch meine Versuchsbedingungen kannte, in seinen Versuchen 
die Bildung von l6slichem Plastein nicht konstatieren konnte. 
Aber ich weif dann nicht, gegen wen diese seine Polemik ge- 
richtet ist. 

Die Frage nach der Natur des Agens, welches die bil- 
dung des Plasteins in den Albumosenlésungen hervorruft, mut 
allem Anschein nach zugunsten des Pepsins entschieden sein 

Die Bildung von Plastein ist eine synthetische Reaktion. 
Das Labferment, wenn es tiberhaupt existiert, bewirkt die Spal- 
tung des Caseins in zwei Koérper. Die Grundcharakteristik des 
Labfermentes liegt also nicht in seiner spezifischen Wirkungs- 
weise, da es dieselbe Hydrolyse eines Eiweifstoffes hervorrult 
wie das Pepsin, sondern in seinem streng spezifischen Ver- 
halten zu einem einzigen EiweiBbkérper (Casein). Das Lab spaltet 
das Casein ebenso, wie das Pepsin es tut, aber Lab unter- 
scheidet sich vom letzteren dadurch, da®i es nur auf Casein 
und auf keinen anderen Eiweibkorper einwirkt. 

Wenn wir also dem Lab die Wirkung auf Albumosen 
zuschreiben wollen, so sprechen wir ihm seine bisher ange- 


') Diese Zeitschrift, Bd. LI, 1907. 
2) Zentralblatt f. Physiologie, Bd. XVI, 1902. 
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nommene Charakteristik vollig ab, die neue Eigenschaft paBt 
nicht in den friiheren Charakter des Labfermentes: es ist daher 
sleichgiiltig, ob wir ein neues plasteinbildendes Ferment an- 
nehmen, oder dem alten Terminus «Lab» eine ganz neue Be- 
deutung zusprechen. So verhalt es sich mit dem Lab. 

Es gibt aber keine theoretischen Hindernisse, um die Bil- 
dung von Plastein als eine umgekehrte Reaktion von Pepsin 
anzusehen. Alle die Bedingungen der Niederschlagsbildung 
sprechen dafiir. Die Reaktion gelingt gut nur in stiérkeren 
Albumosenlésungen, das Plastein entspricht in seinen Eigen- 
schaften dem gewohnlichen Eiweificharakter, es wird von dem 
Magensaft verdaut unter Bildung der gewOhnlichen Albumosen, 
es bildet sich aus seinen Albumosen ein typisches Plastein, 
die Bildung von Plastein ist eine synthetische Reaktion — alle 
diese Umstande lassen die Plasteinbildung als umgekehrte Wir- 
kung des Pepsins ansehen und das ganze Verhalten in dem 
Symbol ausdriicken 


Albumosen SS Plastein. 


Der Prozefi geht von der linken zur rechten Seite in 
starken Albumosenlésungen: in den PlasteinlOsungen ohne An- 
wesenheit von grofien Albumosenmengen geht er von der rechten 
zur linken Seite: fiir beide Fille ist die Anwesenheit des Magen- 
suftes, d. h. des Pepsins unentbehrlich. 

Was die Eigenschaften des Produktes anbelangt, so wurden 
sie von mir schon friiher!) beschrieben und seit dieser Zeit hat 
diese Charakteristik fast keine Veriinderung erlitten. Das Plastein 
stellt einen Stoff dar, welcher in reinem Wasser unléslich und 
in Kochsalzlésungen sehr wenig léslich ist: er lést sich sehr 
leicht in kaustischen und kohlensauren Alkalien und in Saéuren. 
Aus alkalischer Loésung fiailt der Stoff beim Kochen aus, die 
Ausfillung wird auch bei der Zimmertemperatur beobachtet, 
wenn nur die Neutralsalze zugegen sind. Bei geringen Kon- 
zentrationen der letzteren koaguliert das Plastein nach 24 bis 
) “24 Stunden, bei Steigerung der Salzkonzentration wird der 
Soff augenblicklich ausgefallt. Alle erwahnten Plasteinnieder- 


') Pfliigers Archiv, Bd. LXXXV. 
tloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 10 
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schlige sind in Alkalien loslich, diese Lésung bewahrt alle ihre 
urspringlichen Eigenschaften unverindert. Zu den Eigenschaften 
des Plasteins labt sich in neuerer Zeit noch eine weitere anreihen. 
nimlich seine Loslichkeit in warmem Weingeist (Rosenfeld), 

Die Zusammensetzung des Plasteins ist nach meinen 
friiheren Analysen im Durchschnitt folgende: 

C — 54,93°/o 

H — 7 

N — 14,73°/o 

S — 1,29°/ 
O — 21,27°/o 

In dieser meiner Mitteilung bin ich in der Lage, die an- 
gefiihrte Zusammensetzung auf Grund meiner neuen Analyse zu 
bestiitigen. 

Die neuen Priiparate von Plastein wurden aus dem Mandel- 
globulin, Ovoglobulin, Ovalbumin, Pepton Witte, Pepton Gehe, 
Serumalbumin, Serumglobulin, unkrystallisiertem Edestin aus 
Kiirbissamen und krystallisiertem Edestin aus denselben Samen 
gewonnen. Im folgenden sind die analytischen Belege ange- 
fiihrt und in zwei groBen Tabellen (Nr. IV und V) stelle ich 
zum Vergleich meine Analysen und die anderer Forscher zu- 
sammen, da wir in den letzteren auch viele Praéparate von der- 


selben Zusammensetzung finden. 
1. Plastein aus Serumalbumin (lfangere Verdauung). 


Das Serumalbumin wurde aus dem Ochsenserum darge- 
stellt; das Serum, von dem Globulin durch Halbsittigung mil 
Ammonsulfat befreit, wurde zum Kochen erhitzt; das Hitze- 
koagulum mit Wasser sulfatfrei gewaschen, mit ktinstlichem 
Magensaft wiihrend 72 Stunden im Thermostaten  digeriert. 
Das Verdauungsgemisch von dem Neutralisationsprizipitat und 
von dem koagulierbaren Eiweife tiblicherweise befreit, kon- 
zentriert, mit Salzsiiure angesiuert und mit Magensaft ver- 
mischt, gibt nach 24 Stunden einen reichlichen Plasteinnieder- 


schlag. Der letztere ist abfiltriert, bis zum Verschwinden 


der Biuretreaktion mit Wasser gewaschen, durch dreimalizes 
Auflisen in Alkali und Ausfallung mit Essigsiure gereinigt, 
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endlich mit Alkohol und Ather gewaschen. Die Darstellungs- 
weise des Plasteins bleibt in allen tibrigen Fallen dieselbe: 
darum erwahne ich dieselbe bei den folgenden Priiparaten nicht. 
0.3272 g Substanz gaben beim Verbrennen nach Marchand 0,6753 g CO,, 
0,2239 g H,O und 0,0025 g Asche. 
0.3365 g Substanz gaben 0,6954 g CO,, 0,2270 g H,O und 0,0032 g Asche. 
0.3073 » > verbrauchten 31,8 ccm ®/10-H,SO, zum Neutralisieren 
des daraus gebildeten Ammoniaks (bei Behandlung nach Kjeldahl). 
0.3434 g Substanz verbrauchten 35,3 ccm "/10-H,SO,. 


Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


C 56,73 °/o 56,88 9/0 
H 7,67°%/o 7,96 °/o 
N 14,62°/o 14,52°/0 
Asche 0,77", 0 0,96 °/o 


2. Plastein aus Serumalbumin (kirzere Verdauung). 


Die Gewinnungsmethode blieb dieselbe, nur dauerte die 
Verdauung des Koagulums 24 Stunden. 
0.2712 g Substanz gaben 0,5489 g CO,, 0.1847 g H,O und 0,0010 g Asche. 
0.2661 » > 0.5359 » » O1820> > » 00019 » > 

Zum Neutralisieren des aus 0,2369 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 25,5 ccm "/10-H,SO, verbraucht. 

Zum Neutralisieren des aus 0,3687 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 39,4 ccm ®/10-H,SO, verbraucht. 


Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


€ 59,40°/o 5d,30°/o 
H 7 ,60°/0 7,66 °/0 
N 15,15%o 15,04°/0 
Asche 0,35°/o 0,71°%/o 


3. Plastein aus Pepton Gehe. 


Das Priiparat wurde tiblicherweise aus 40°/oiger Losung 
des Peptons dargestellt. 


2696 g Substanz gaben 0,5254 g CO,, 0,1739 g H,O und 0,0030 g Asche. 
U2784 » > >» 00,5526 > » O1828> » » 00027» » 
Zum Neutralisieren des aus 0,4460 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 46,2 cem ®/10-H,SO, verbraucht. 
Zum Neutralisieren des aus 0,4185 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 43,4 cem 4/10-H,SO, verbraucht, 
10* 
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Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


+ 54.610 54,62 /o 
H 7,360 7,37 °/o 
N 14,65 9/0 14,65°/o 
Asche 1,130 0.93 °/o 


4. Plastein aus Serumglobulin. 

Das Serumglobulin wurde aus Ochsenserum durch Halb- 
siittigung mit Ammonsulfat ausgefiillt, mit halbgeséttigter Am- 
monsulfatlbsung albuminfrei gewaschen, im Wasser geldst, durch 
Kochen koaguliert, das Hitzekoagulum mit Wasser sulfattfrei 
gewaschen. 
Q,2858 g Plastein 


0.3397 » Substanz 0.6760 » » 0,2212 » 
Zum Neutralisieren des aus 03050 ¢ Substanz gebildeten Ammoniaks 


gaben 0,5660 g CO,, 01896 g HO und 0.0031 g Asche 
0.0030 » 


wurden 31,8 com "10-H,SO, verbraucht. 

Zum Neutralisieren des aus 0,3672 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 48,6 ccm "10-H,SO, verbraucht. 

Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


C 94,00) 34,79 °/o 
H 7,490 7.31 9/0 
N 14,75 °/o 14,87 %/o 
Asche 1,10°%/o0 0,90 °/o 


). Plastein aus Casein. 
Casein wurde nach Hammarsten dargestellt. 
0.2597 g Plastein gaben 0,5421 g CO,, 0,1740 g H,O und 0,0034 g Asche 
0.2508 » Substanz » O5L73 >» » OA703> » » O0,0029 » 
Zum Neutralisieren des aus 0,3120 g Substanz gebildeten Ammoniaks 














wurden 82,3 ccm "/10-H,SO, verbraucht. 
1,003 g Substanz gaben (bei Behandlung nach Lie big) 0,0857 g Bas\),. 
Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


+ 57,68 %/0 56,91 °/o 

H 7,93 °/o 7,62°/o 

N 14,68 °/0 

» 1,17°/0 ' 
Asche 1,52 °/o 1,17°%/0 tm 


6. Plastein aus Mandelglobulin. 


Pulverisierte Mandeln wurden mit Ather entfettet, dann 
mit 10°/oiger Kochsalzlésung bei Zimmertemperatur ausgelaugt. Py 
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Die Lésung filtriert, dialysiert, das ausgeschiedene Globulin in 
Kochsalzlésung gelOst, durch Hitze koaguliert, Hitzekoagulum 
abfiltriert, gewaschen. Das Plastein wurde einfach durch an- 
haltendes Auswaschen, ohne Wiederaufl6sung, gereinigt. 
0.2658 g Plastein gaben 0,5330 g CO,, 01817 g H,O und 0,0013 g Asche. 
(2803 » Substanz O5609 > » O1905 ¢° » O,0O28 » ~ » 
Zum Neutralisieren des aus 0.2746 g Substanz gebildeten Ammoniaks 


— 


wurden 82,2 ccm 410-H,SO, verbraucht. 
Zum Neutralisieren des aus 0,2080 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 24,4 cem ®/10-H,SO, verbraucht. 


Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


C 5D,01°/o DD,30 °/0 
H 7,63 9/0 7,64°/0 
N 16,53°/o 16,52 9/9 
Asche 049% 0,82°/o 


7. Plastein aus Mandelglobulin. 


Dieses Priiparat wurde wie gewoOhnlich durch Wiederauf- 
losen gereinigt. 
0.3008 g Substanz gaben 0.5974 g CO,, 01891 g H,O und 0,0039 g Asche. 
Zum Neutralisieren des aus 0.2526 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 26,8 ccm ®/10-H,SO, verbraucht. 


Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


& 4,87 9/0 
H 7,07 °/0 
N 15,04 °/o 
Asche 1,29 9/0 


8. Plastein aus Ovoglobulin. 


Das Globulin wurde aus filtriertem Eiklar durch Halb- 
sittigang mit Ammonsulfat ausgefallt. Der Niederschlag ist 
abliltriert ausgewaschen, in Wasser geldst, durch Hitze koagu- 
liert, das Koagulum sulfatfrei gewaschen. 

3170 g Plastein gaben 0,6429 g CO,, 0,2132 g H,O und 0,0040 g Asche. 
.2664 » Substanz » 0.5382 > » O26IB> » » O04 > » 

Zum Neutralisieren des aus 0,2117 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
warden 22.2 cem 4/:0-H,SO, verbraucht. 

Zum Neutralisieren des aus 0.2298 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 23.8 ceem ®/10-H,SO, verbraucht. 
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Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


59,97 %/0 56,03 °/0 
H 7,91°/6 7,60°/o0 
N 14.90°/0 14,72 °/o 
Asche 1,28°/0 1.76°/o 


Q Plastein aus Ovalbumin. 


Das Filtrat von dem Globulinniederschlage wurde durch 
Hitze koaguliert, das Koagulum sulfatfrei gewaschen. 
0.2570 ¢g Plastein gaben 0,5189 g CO,, 0,1707 g H,O und 0,0082 g Asche. 
0.2700 » Substanz > 0.5444 > » O1UR11>» » » 0.0032 » 

Zum Neutralisieren des aus 0,2000 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 21,6 cem "/10-H,SO, verbraucht. 

Zum Neutralisieren des aus 0,2165 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 23,5 cem "/10-H,SO, verbraucht. 


Zusammensetzung der aschefreien Substanz : 


C 99,79 %/o 5dD,69°/0 
H 7,48 /0 4,05 9/9 
N 15.30°/0 15,39°/o 
Asche 1,26°/0 1,18°/o 


10. Plastein aus Pepton Witte. 

0.2839 g Substanz gaben 0,5759 g CO,, 0,1874 g H,O und 0,0024 g Asche, 
0.2808 » > >» O5634> » O1846>» »  » 0,00381 » 

Zum Neutralisieren des aus 0,2433 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 25.1 ccm ®/10-H,SO, verbraucht. 

Zum Neutralisieren des aus 0,2612 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 27,3 cem "/10-H,SO, verbraucht. 

1.1547 g Substanz gaben 0,0913 g BaSQ,. 


Zusammensetzung der aschefreien Substanz : 


C 539,73 °/o 55,34 °/o 
H 7,39°/o 7,39 /o 
N 14,58 °/o 14,77°/0 
5 1,09°/o 

Asche 0,85 °/0 1,10°/0 


11. Plastein aus unkrystallisiertem Edestin der 
Kiirbisamen. | 
Die geschiilten Kiirbissamen wurden zermahlen, mit Ather 
vom Fett befreit, mit 10°/oiger Kochsalzlésung digeriert. Die 
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Lisung ist abfiltriert, dialysiert, das ausgeschiedene Edestin 
in Wasser gelost, durch Hitze koaguliert, abfiltriert, gewaschen. 
0.2565 ¢ Plastein gaben 0,5203 g CO,, 0,1821 g H,O und 0,006) g Asche. 
02520 » Substanz » OQSO81 > » O1769 > » O,0O12 >» 

Zum Neutralisieren des aus 0.3116 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 33,6 cem "/10-H,SO, verbraucht. 

Zum Neutralisieren des aus 0,2294 g Substanz gebildeten Ammoniaks 
wurden 25.4 cem ®/10-H,SO, verbraucht. 


0.7360 g Substanz gaben 0,0099 g S in BaSO,. 


Zusammensetzung der aschefreien Substanz: 


G 99,49") 0 5D,26 9/0 
H 7,900 7,81°%/0 
N 15,15 °/0 15,.559/o 
S 1,35 °/o 

Asche 0.24% 0,48 °/o 


fod 


12. Plastein aus krystallisiertem Edestin der 
Kiirbissamen. 


Edestin wurde nach Osborne!) dargestelit. Entfettetes 
Samenpulver wurde mit 2°/oiger Kochsalzl6sung bei 60°C. kurze 
Zeit digeriert, die LOsung filtriert, bei --5° C. stehen gelassen. 
Das auskrystallisierte Edestin ist abfiltriert, mit Wasser, Alkohol 
uid Ather salz- und fettfrei gewaschen. Das Priiparat enthielt 
18,25°%o N. 

Zum Neutralisieren des aus 0.3300 g Plastein gebildeten Ammoniaks 
wurden 35,5 ccm "/10-H,SO, verbraucht. 

Zum Neutralisieren des aus 0,5014 g Plastein gebildeten Ammoniaks 
wurden 32,5 cem "/10-H,SO, verbraucht. 

Die Substanz enthiilt: 

N 15,06°/0 15,10°/0 


13. Plastein aus krystallisiertem Edestin der 
Hanfsamen. 


Edestin wurde ebenfalls nach Osborne dargestellt und 
enthielt 18,52°/o N. 

Zum Neutralisieren des aus 0,3391 g Plastein gebildeten Ammoniaks 
wurden 38,2 ccm ®/10-H,SO, verbraucht. 


') Die Proteide der Getreidearten, deutsch von Griesmayer. 
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Zum Neutralisieren des aus 0,3562 g Plastein gebildeten Ammoniaks 
wurden 39,5 ccm "10-H,SO, verbraucht. 
Die Substanz enthiilt: 
N 15,77°/o 15,53 °/o 


Tabelle LY. 


Zusammenstellung der Plasteinpraparate des Verfassers. 


— — - ee —————— ee —— ee 











Nr. Herkunft des Plasteins i £ | H | N | 8S} O |8S+0 





Krste Gruppe 


Analyt. Belege| 


1 | Aus Mandelgiobulin Nr. 7 (54,87 7,07 15,04; —| — 23,02 
2 Ovalbumin > 9 155,72 7,51 (15,341 —| — 12143 
3 > Ovoglobulin » § 156,00 7,09 |14,81; —| — 21.60 
4 Pepton Gehe » 3 154,62) 7,37 114,65) —| — 123.36 
5 » Pepton Witte » 10 5d. D4 7.43 14,67 1,09 21,27 22.36 
6 » Serumglobulin > 4 |54.69) 7,49 |14,81; —} — 23.01 
7 Serumalbumin 2 155.35 7,63 |15,10; —| — |21,92 
g | > Edestin der Kiirbissamen » 11 (55.36 7,86 15,35 1.35 20.08 21.43 
9 | : , mai) — ee | 
10 Hanfsamen » 13 —) (15,65 ome | ee 
11 Ovalbumin (1899)') .. 0... 55,17 7,94 14,79 1,42 21,08 22.50 
12 » Myosin 1899)') . . . . . /54,89) 7.13 '14,67/1,17 22,14 23 31 
13 Casein (1899)') . . . . . (55,69) 7,19 |14,88'0,75'21,49 22 24 
Mitel. . 55,26 7,44 14,99 1,16 21,22 22,40 


Zweite Gruppe | 


14 Loslich. Plastein aus PeptonWitte . 53,70 6,94 14,58 —| — 


15 Plastein(Niederschl.)  » (1899)') 53,49, 7,28 |15,33 1,25'22,65 23.90 
16 Aus Serumalbumin (Nr. 1d. Anal. Bel.) 56,81. 7,62 (14,57, — | 21,00 
17 Casein (Nr. 5 der Analyt. Belege) 57,30, 7,60 14,68 — | — 20,42 
Is Mandelglobulin(Nr.6 d. Anal. Bel.) 55,18 7,54 16,535 — | — 20.65 


Mittel aus allen Plasteinpraparaten | 
des Verfassers. . . . . . . . . 155,27) 7,43 15,03!1,17/21,10 22.27 


In der nichsten Tabelle V sind die Analysen anderer 
Forscher zusammengestellt. Diese Analysen sind in 3 Gruppen 





‘) Pfligers Archiv, Bd. LXXXV. 
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ceteilt. In der ersten sind die Plasteine einbegriffen, welche 
der ersten Gruppe des Verfassers entsprechen, in der zweiten 
die der zweiten Gruppe des Verfassers entsprechenden. Die 
dritte Gruppe bilden die Plasteine, welche sich sowohl nach 
ihrer Gewinnung, wie auch nach ihrer Zusammensetzung scharf 
von den friiher erwiihnten unterscheiden. 

Aus allen den angefiihrten Analysen tritt ein Korper zu- 
tage, welcher in seiner Zusammensetzung der der ersten Gruppe 
des Verfassers entspricht; er enthiilt: 


C 5D,26/0 


H 7,44/o 
N 14,99 °/o 
S 1,16°/0 


Q 21,22 %/o 
Die dreizehn Praparate der ersten Gruppe des Verfassers 
entsprechen am besten diesem Mittel, indem sie Abweichungen 
yon ihm nur in sehr beschrinktem Mafe geben, niimlich: 


€ 54,62 —56,00°/0 
H 7.07— 7,86°/o 
N 14,65—15,65°/o 
3 0,71— 1,42°/o 


O 20,08 —22,14]0 
Die sechs Praparate der ersten Gruppe anderer Forscher 
stimmen auch sehr gut mit diesem Mittel iiberein; ihre Ab- 
weichungen sind folgende: 





C 55, 22—56,47 9/0 
| j 


Somit entsprechen neunzehn Plasteinpraparate aus der 
Gesamtzahl (32 Priiparate) dem angefiihrten Mittel ebensogut, wie 
die unkrystallinischen Eiweibpriiparate tiberhaupt. Daher habe 
ich das Recht, wie mir scheint, den SchluB, welchen ich friiher 
machte, zu bestiitigen, niimlich dah ein und dasselbe Plastein 
aus verschiedenen Eiweibstoffen erhalten werden kann; ich 
sage «kann», weil wir die Praparate der zweiten Gruppe haben, 
welche eine etwas abweichende Zusammensetzung aufweisen. 


Se tee na Re 
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Tabelle V. 











Zusammensetzung der Plasteinpriiparate anderer Forscher. 
Nr.! Herkunft des Plasteins |A¥%rund © |) nN | gs! 9 Isao 
Datum | 
Krste Gruppe 
| Aus der IL. Spiritusfraktion Wait 
des Peptons Witte . 1905 55,22'7,30)15,31| — 
2 Aus der UL. Spiritusfraktion 
des Peptons Witte > — — 15,35; — -_— 
3 Aus der V. Spiritusfraktion 
des Peptons Witte — — |1533| — — 
t Aus der VI. Spiritusfraktion 
des Peptons Witte 59,70, 7,12 14,30 1,30 21,58 22.88 
9 Aus der «LOsung A der 
Verdaungsprodukte von! TL awrow a ; 
krystall. Ovalbumin. . 1907. 94,907,438 14,56 — |) — 
6 Aus der «Lésung B» der- | 
selben Produkte 56,47:7,6412,56 —, — 
Mittel . 99.97 /7,27 14,57 1,30) 21,58 22.88 
Zweite Gruppe : 
_ Kurajew 
| hee Case. «.< « «ss 1902 07,.02714 — > — 
S Aus krystallis. Ovalbumin, 
itiigige Verdauung 1904 = D882 7.34 14,44 1,24 18,16 1949 
9 Dasselbe, 22tag.Verdauung | '98.92'7.22 14.31) —| — 
10 | Aus Casein, 4 | Rosen- (59,01 7.66 14.25 0.87 18.21 19,08 
11 Dasselbe. . | Feld 58,707,883 14,58 0,74 18,15 18,89 
| a a , 
12 Aus Plastein | 190% (99,13 7,83 14,14 —|)| — 
13 Aus Casein(spirituslisliches | | 
Plastein) ere 59,41 7,48, 14,03 — |; = 
[4 Dasselbe (spiritusunlésl. PL.) | D8,80,7 45 14,190,84 18,72 19.56 
Mittel . | 58,32 7,46 14,32 0,92 
m | | 
Dritte Gruppe | 
15 Aus Alkoholauszug des Bayer . : 
Witte-Peptons. . . . | 1904 38,43,7,01, 8,05, —| — 


Aus der VI. Spiritusfraktion | 
der Produkte der 1'/s- | 


, | | 
monatlichen Verdauung |Lawrow 


des Caseins ..... | 
Aus derUnterfraktion N(dem 
Teild. VL. Spiritusfraktion, 
welcher durch Phosphor- 
wolframséure nicht fall- | 
bar 1st) | 


1907 


4-458 


( 


| 


11,11 


4 


8,07;12,31;) —| — 
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Diese dreizehn Priparate (die II. Gruppe des Verfassers 
und der anderen Forscher) weichen in dem Kohlenstoffgehalt 
etwas ab; es schwankt niimlich der Kohlenstoffgehalt in den 
Priiparaten des Verfassers von C = 53,49°/o bis 57,50°/o, in 
den Priaparaten anderer Forscher von 57,02°/o bis 59,41°/o. 
In dem Gehalte der anderen Elemente geben die Plasteine der 
zweiten Gruppe Schwankungen, welche nicht grofer sind, als 
die der Plasteine der ersten Gruppe. 

Die Ursache der Abweichungen in dem Kohlenstoffgehalte 
kann zweierlei sein. Es ist médglich, dali die Abweichungen 
von der geringeren Reinheit der Priiparate, also von einem 
Zufall abhiingen, wie es auch von verschiedenen Forschern aus- 
gesprochen wurde. Aber niemand hat bisher objektive Belege 
fiir diese Ansicht erbracht. Wenn wir in Betracht ziehen, dab 
die Gewinnung der Plasteinpriparate in der ersten und zweiten 
Gruppe dieselbe bleibt, so ist es schwer verstindlich, warum 
sich in einem Falle ein reineres, in anderem Falle ein weniger 
reines Praparat darstellen labt. Daher wollen wir eine etwaige 
konstante Ursache der Abweichung suchen. 

Ohne uns tiber diese Frage entscheidend déufern zu wollen, 
mochten wir auf die mégliche Ursache dieser Abweichung hin- 
weisen. Aus der Zusammenstellung der Plasteinanalysen der 
zweiten Gruppe kann man ersehen, dafi die Plasteine, welche 
aus einem und demselben Eiweibstoffe unter verschiedenen Be- 
dingungen dargestellt werden, mehr Kohlenstoff enthalten, je 
linger die Verdauung des betreffenden Eiweifies andauerte. 
So enthalt das Plastein aus den Produkten einer kurzen 
Verdauung (24 St.) des Serumalbumins 55,35°/o C (Tabelle IV, 
\r. 7), wahrend das Plastein der langdauernden Verdauung 
t—5 Tage) 56,81°/o C enthalt (Tabelle IV, Nr. 16). Plastein aus 
Casein enthilt je nach der Liinge der Verdauung von 55,69°/o 
(2 Tage) bis 57,11°/0 (4 Tage) bis 59,01°/o C (4 Tage. Ich gebe 
zu, da die erwihnte Ursache eine blofe, allerdings sehr wahr- 
scheinliche Vermutung ist. Ich hoffe sie in Zukunft durch ge- 
naue Versuche zu_ bestitigen. 

Dennoch, wenn man auch die angefiihrte Ansicht nicht 
eilt, erschiittern die Analysen der zweiten Gruppe keineswegs 
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den Grundsatz, dab ein und dasselbe Plastein aus verschiedenen 
KiweibkOrpern dargestellt werden kann. In der Tat, Plasteine 
mit abweichender Zusammensetzung (der Il. Gruppe) sind aus 
dem Witte-Pepton, Serumalbumin, Casein, Mandelglobulin und 
Ovalbumin erhalten. Aber auch aus allen diesen Stoffen wurden 
Plasteine ganz typischer Zusammensetzung erhalten (Tabelle IV, 
Nr. 1, 2, 5, 7 und 13). Aus allen Plastemanalysen kann man 
folgenden objektiven SchluB ziehen: es exstieren Bedingungen. 
unter welchen Plastein einer und derselben Zusammensetzung 
aus verschiedenen Eiweifstoffen dargestellt werden kann: unter 
anderen Bedingungen weicht die Zusammensetzung des Plasteins 
von diesem Typus ab. Als normale, typische Zusammensetzung 
wollen wir dennoch die mittlere Zusammensetzung der ersten 
Gruppe annehmen und zwar aus dem Grunde, weil die meisten 
Plasteinpriaparate augenscheinlich dieser Zusammensetzung sich 
am meisten nihern. So haben 19 Priparate aus 32 diese mittlere 
Zusammensetzung. Zweitens weil unter normalen Bedingungen. 
d.h. bei kurzdauernder Verdauung eben dieses typische Plastein 
am Oftesten entsteht. 

Die dritte Gruppe der Praparate, welche unter dem Namen 
Plastein beschrieben sind, hat offenbar mit dem Plastein nichts 
Gemeinsames, weder in ihren EKigenschaften, noch in ihrer Zu- 
sammensetzung. Zu dieser Gruppe gehoren zwei Praparate von 
Lawrow und ein Priparat von Bayer. 

Bayer weist selbst darauf hin, dai ihm nicht Albumosen, 
sondern wahrscheinlich Polypeptide als Material zur Plastein- 
bildung dienten. In einem seiner Fille arbeitete Lawrow un- 
zweifelhaft unter denselben Verhiltnissen (Tabelle V, Nr. 17.) 
Dieses Priiparat wurde aus Verdauungsprodukten erhalten, 
welche durch Phosphorwolframsiiure nicht gefiillt werden, d. h. 
weder zu den Albumosen, noch zu den Peptonen gehéren. Die 
Herkunft des Priiparates Nr. 16 (Tabelle V) ist nicht so klar: 
aber wenn wir in Betracht ziehen, daB es aus den Produkten 
der 1!/2monatlichen Verdauung gewonnen wurde, daf weiter 
seine Zusammensetzung sich der des Priaparates Nr. 17 nahert, 
kann man voraussetzen, da dieses Priiparat auch aus Poly- 
peptiden stammt. 
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Ks unterscheidet sich also die Entstehung der Priiparate 
der Ill. Gruppe scharf von der der typischen Plasteine, ihren 
Kigenschaften nach entsprechen diese Priiparate dem Typus 
des Plasteins auch nicht. Sie geben niimlich nicht alle Farben- 
reaktionen der Eiweilstotfe, somit unterscheidet sich ihre Mole- 
kularstruktur von der der Eiweibstoffe bedeutend. Endlich weieht 
ihre Zusammensetzung von der des Plasteins und der Eiweib- 
stoffe tiberhaupt so sehr ab, dab es ganz unmdglich ist, diese 
Praparate in etwaige Analogie mit den Plasteinen zu_ stellen 
oder sogar sie als «reinere» Plasteine zu betrachten (Bayer). 
In den Priiparaten der III. Gruppe haben wir einen eigentiim- 
lichen Stoff, weleher aus einem ganz anderen Material erhalten 
wird, ganz andere Eigenschaften und andere Zusammensetzung 
hat. Diese Substanz ist fiir sich sehr interessant, aber sie spielt 
keine Rolle in der Plasteinfrage. 

Die prozentische Zusammensetzung allein charakterisiert 
die Eiweibstoffe sehr unvollstiindig. Daher ist es fiir die genaue 
ldentifizierung der Plasteine notwendig, womoglich in die innere 
Struktnr dieser Stoffe einzudringen. Zu diesem Behufe haben 
wir eine Reihe der Analysen von Plasteinen verschiedener Her- 
kunft nach der Methode von Hausmann-Osborne'!) gemacht. 
Ohne in die Besprechung der Vorteile und Fehler dieser Methode 
einzugehen, erwihnen wir nur, dab Osborne mit dieser Methode 
Zahlen erhalten hat, welche den nach der genaueren Methode 
von Kossel erhaltenen vollstiindig entsprechen. Nachdem meine 
Analysen schon lange beendet waren, hatte ich das Vergniigen, 
die Bestiitigung meiner Resultate in der Arbeit von Rosenfeld, 
welche nach der genauen Methode von Kossel ausgefiihrt ist, 
z\\ finden. Endlich, wenn die Methode von Hausmann-Osborne 
wich nicht absolute Zahlen gibt, so kann man mit ihr recht 
gute relative Zahlen erhalten, und fiir unsere Aufgabe sind nur 
relative Zahlen erforderlich. Die Resultate der Untersuchung 
‘cor 4 Priiparate sind in der Tabelle VI enthalten. 

Die mittleren Zahlen der Tabelle VI beweisen in den 
t ehlergrenzen der Methode die Identitiit der Molekularstruktur der 
vier untersuchten Plasteine. AuBerdem stimmen meine Zahlen 


1) Zeitschrift f. analyt. Chemie, Bd. XLII, 1904. 
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Tabelle VI. 













Verteilung des Stickstoffs 
in °vo des Substanzgewichtes 




































Id. 





Mittel . 








Nr. Substanz Amiga. NderPoly- Nd. Mono- 

amino- | amino- 

stickstoff o.. . Re. cag 

sauren Sauren 

1 Plastein aus Casein 0.75 2,42 11,32 
2 Id. 0.74 2,75 10.95 
3 Id. 0,76 2.94 10,88 
4 Id. 0.63 10.61 
h Id. 0.86 2.71 11,04 
6 Id. 0.84 2,53 11,24 
7 Id. 0,86 2,66 11,09 
s Id. 0.79 2.67 11,15 
7) Id. — — 11,68 
Mittel . 0,78 2.67 11,12 

10 Plastein aus Ovalbumin 0.77 2,82 11,16 
11 Id. ().82 2.99 11.35 
12 Id. 0,76 3,06 11,34 
13 Id. 0.74 3.38 11.0% 
Mittel . 0.77 3.06 11,22 

14 Plastein aus Pepton Gehe 0.99 3,25 11,91 
15 Id. 0.96 | 3.38 11.64 
16 Id. O84 | 213 11,27 
17 Id. 0,92 2.82 10,94 
18 Id. 0.88 218 | 11,28 
19 Id. 0.94 209 | 11,95 
20 Id. 0.94 | 2.51 11.57 
21 ld. 0.95 3,33 1140) 
Mittel . 0.92 | 2,59 10,90 
22 | Plastein aus Edestin der Hanfsamen 0.89 236 | 12,4 


0.86 


O87 
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fiir das Caseoplastein mit denen von Rosenfeld gut iiberein. 
Nimlich, auf 100 Teile Stickstoff 


Sawjalow Rosenfeld 


Basenstickstoff 23.67 /o0 23,21°/o 
N der Monoaminosiuren  76,33°/o 76,79°/o 
N des Ammoniaks 9,09") 0 3,12%/o 
N anderer Basen 18,32°/o 20,0995 


Mit zwei anderen Plasteinpraparaten habe ich ein wenig 
abweichende Zahlen erhalten, aber ich habe gute Griinde, an 
der Richtigkeit dieser meiner Zahlen zu zweifeln, und daher 
behalte ich mir die Publikation dieser Zahlen vorliiufig noch vor. 

Zum Schlub einige Worte tiber die mOgliche physiologische 
Bedeutung der untersuchten Reaktion. Auf meine friihere Arbeit!) 
verweisend, begniige ich mich hier mit der Rekapitulation einiger 
Punkte. 

Die Nahrungseiweibstoffe sind zum Aufsaugen ins Blut 
und zur temporiiren Umwandlung ins Bluteiweifi bestimmt. Es 
gibt keine physikalischen Hindernisse in bezug auf die Auf- 
saugung des unveriinderten Eiweifes, aber es gibt woh! Hinder- 
uisse Chemischer Natur: niémlich sehr viele Nahrungseiweibstoffe 
scheiden sich beim Einspritzen direkt ins Blut durch die Nieren 
iiveriindert aus. Mit anderen Worten brauchen sie eine vor- 
iufige chemische Umwandlung, um imstande zu sein, im Blute 
zu zirkulieren und eine wahre Nahrungssubstanz fiir die Zellen 
zu bilden. Die Blutuntersuchung lehrt, dab eine solche Um- 
vandlung des Eiweifes unzweifelhaft stattfindet und zwar in 
einem ganz bestimmten Sinne. Die NahrungseiweifikOrper werden 
nach der Verarbeitung in dem Verdauungstraktus sowohl in threr 
Zisammensetzung, wie auch in ihren Eigenschaften nivelliert, 
‘ie verlieren ihre Arteigenschaften und verwandeln sich alle in 
ein und dieselbe Form des BluteiweiBes. 

So lauten die physiologischen Vorbemerkungen zu einer 
eden Theorie der Eiweifiverdauung. Wie kénnen wir uns den 
‘echanismus dieser Verdauungsnivellierung der Eiweibkorper 
vorstellen? Und sind wir imstande, eine solche Nivellierung 


') Pfliigers Archiv, Bd. LXXXV. 
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auberhalb des Korpers zu bewerkstelligen? Der Versuch zeigt, 
dafi wir in der Lage sind, durch zwei nacheinander folgende 
{eaktionen — durch die Verwandlung in Albumosen und durch 
Regeneration des Kiweifbes aus den starken Albumosenlésungen 
— die Eigenschaften und die Zusammensetzung der Nahrungs- 
eiweibe zu nivellieren, indem wir alle Eiweibk6érper in ein und 
dieselbe Form des Plasteins tiberfiihren. 

Ks ist klar, dali die Reaktion der Plasteinbildung zur (Ge- 
winnung eines und desselben Eiweifimolekiils fiihren kann, wie 
verschieden auch das Ausgangsmaterial ist. Die Auffindung der 
Plasteine abweichender Zusammensetzung erschiittert keines- 
wegs diese Folgerung, man kann wie friiher sagen, dali es Be- 
dingungen gibt, unter welchen die Nivellierung der Eiweibstoffe 
tatsachlich statthat. Aber selbstverstiindlich wird keiner auf 
den Gedanken kommen, daB Plasteine abweichender Zusammen- 
setzung bel abweichenden Bedingungen nicht erhalten werden 
kOnnen; dies erschiittert den Grundsatz nicht und erinnert nur 
an das logische Gesetz der konkomitierenden Veréinderungen. 

Welche tatsiichliche physiologische Bedeutung die Plastein- 
bildung hat, das wissen wir vorliiufig nicht. Aber jedenfalls 
haben wir in dieser Reaktion ein Paradigma jenes Nivellierungs- 
prozesses, welcher im Tierkérper stattfindet. Moéglich, dab das 
Plastein auch tatsiichlich in der Reihe der Assimilationskorper 
als erstes Glied einsetzt und, indem es weitere Veranderungen 
erleidet, endlich ins Bluteiweib tibergeht. Jedenfalls werden 
wir beim Studium dieser Reaktion eine Vorstellung iiber den 
Molekularmechanismus gewinnen, welcher die Basis der Eiweil- 
nivellierung bildet. 














Zur Chemie des Blutfarbstoffs. 


VIII. vorlaufige Mitteilung. 
Von 
L. Marchlewski und J. Rettinger. 


(Der Redaktion zugegangen am 28. November 1907.) 


In den vorhergehenden Abhandlungen hat der eine von 
uns mit seinen Mitarbeitern eine Reaktion beschrieben, die 
zum erstenmal den Pyrrolcharakter des Himopyrrols auber 
Zweifel stellte, niimlich die Reaktion des Himopyrrols mit 
Diazoniumsalzen. Es wurde ein Koérper in Form seines Chlor- 
hydrates analysiert, der als Benzol-disazo-methyl-propyl-pyrrol 
anzusprechen war. Auber diesem Hauptprodukt lief sich eine 
kleine Menge einer anderen Substanz isolieren, die in Form 
prachtvoller, rubinartig gefarbter Krystalle erschien. 

Seitdem haben wir auch nachweisen kOnnen, da die 
Trennung des Rohhiimopyrrols mittels Saéuren in zwei ver- 
schiedene Produkte nicht als beweisend fiir die Annahme der 
Nichteinheitlichkeit des Hamopyrrols anzusehen ist. 

Gegenwirtig waren wir in der Lage, etwas grofere 
Mengen von Hiimopyrrol mit Diazoniumverbindungen zu kom- 
binieren, und fanden dabei, dab auBer dem untersuchten Haupt- 
produkt und den rubinroten Krystallen noch ein dritter K6rper 
isoliert werden kann. Derselbe bildet sich ebenfalls nur in 
seringen Mengen, und obwohl schon friiher gewisse Erschei- 
nungen beobachtet wurden, die fiir die Anwesenheit desselben 
unter den Reaktionsprodukten sprachen, so waren die damaligen 
Versuche in zu geringem Mafstabe ausgefiihrt, um die lsolierung 
desselben zu ermoglichen. Sie gelang jetzt bei Verarbeitung 
vou Hiamopyrrol aus insgesamt 50 g Himin in folgender Art. 

Durch Kombination von Hiimopyrrol mit Benzoldiazonium- 
chlorid in ftherischer Lésung entsteht, wie bereits bekannt, 

braunrote Lisung, welche beim Stehen einen Nieder- 

lag liefert, der das Hauptprodukt der Reaktion enthilt. Das- 
‘ibe wird abfiltriert und aus Mischungen von Alkohol und 


tloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 11 
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Ather unter Zusatz von geringen Salzsiiuremengen umkrystalli- 
siert. Aus den erhaltenen Mutterlaugen k6nnen dann dure); 
Konzentration die rubinroten Krystalle erhalten werden, welche, 
wenn einmal isoliert, in Alkohol schwer léslich sind. Die erste 
Hauptmutterlauge gibt beim Konzentrieren zunachst eine weitere 
Portion des Hauptproduktes in Form des Chlorhydrates; wird 
diese abfiltriert und weiter konzentriert, so bilden sich Frak- 
tionen, welche, an sich nur wenig ausmachend, immer reicher 
an den erwahnten rubinroten Krystallen sind. Endlich bleibt 
eine braune Lésung zuriick, welche beim weiteren Konzen- 
trieren griine, schlecht ausgebildete Krystillchen absetzt. Letztere 
wurden abfiltriert und mit einer kleinen Menge Ather ausge- 
waschen. Dieselben sind in Wasser unloslich, in Alkohol lésen 
sie sich mit blauer Farbe. Die alkoholische LOsung wird unter 
dem Einflufi von Alkali rot-violett. Wird letztere mit Wasser 
verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt, so geht der Farbstoff 
in letzteren tiber. In spektroskopischer Hinsicht éhnelt der 
Koérper dem Hauptprodukt. Seine itherische, rot-violette Losung 
erzeugt im Spektrum zwei Biinder, welche im Verhiiltnis zu 
den Bandern des Hauptproduktes mehr nach dem Ultrarot hin 
verschoben sind. Die Lage derselben entspricht den folgenden 
Wellenliingen : 
Band I: 4 — 601 — 573 
I]: } — 560 — 536 

Die trockene iitherische Losung des Farbstoffs, mit einem 
Tropfen konzentrierter Salzséiure versetzt, gibt sofort eine Ab- 
scheidung des griinen Chlorhydrates. AuBer diesem griinen 
Chlorhydrat scheint noch ein anderes blaues zu_ existieren 
Der KOrper hat tiberhaupt starke basische Eigenschaften. 

Ob es uns gelingen wird, gréfere Mengen dieses inter- 
essanten Kérpers zur genauen quantitativen Untersuchung bhe!- 
zustellen, kinnen wir vorderhand nicht sagen. Vorlaufig sind 
wir damit beschiftigt, das Hauptprodukt in freier Form durch- 
zuanalysieren, da bis jetzt nur Analysen des Chlorhydrates 
vorliegen. 

Krakau, Chem.-mediz. Laboratorium der Universitat. 























Uber das Vorkommen von Milchsdure bei der Eklampsie. 


Von 
A. ten Doesschate. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Dezember 1907. 


In 1905 hat Zweifel’) Untersuchungen publiziert, aus 
welchen hervorgeht, dai bei der Eklampsie im Blut und Harn 
der Mutter sowie im Nabelstrangblut des Kindes Paramileh- 
siure in bedeutender Quantitét enthalten sei, und er glaubt 
durin das die Krampfanfalle auslésende Gift gefunden zu haben. 

Mein Zweck war es, diese Ergebnisse und die daraus 
gezogenen Schluffolgerungen nachzupriifen. 

Zuerst wurde dazu die Literatur tber das Vorkommen 
und die Entstehung von Milchséure im Tierorganismus durch- 
gesehen. Es gibt eine sehr grofe Zahl von Fiillen, in denen 
Milchsiure gefunden sein soll; oft ist aber der Beweis nicht 
gebracht, dafB die gefundene Substanz auch Milchsiéure war. 
Sicher ist Paralactat beim Menschen vorgefunden im Blut bei 
der Leiche, bei Leukiimie und im blutigen Exsudat bei Pleu- 
ritis carcinomatosa, in Blut, Harn und Cerebrospinalfliissigkeit 
bei Eklampsie,?) im Harn nach starker Muskelarbeit, bei der 
Phosphorvergiftung, bei der akuten Leberatrophie, bei Epilepsie, 


') Zweifel, Zur Aufklérung der Eklampsie, Archiv fiir Gynikologie, 
Bd. LXXII, S. 1, und Bd. LXXVI, S. 536. 

*) Zweifel, Das Gift der Eklampsie, Miinch. Med. Wochenschr., 
1906, Nr. 7. 

Lockemann, Milchséure in Blut, Urin und Cerebrospinalfliissig- 
‘eit bei Eklamptischen, Miinch. Med. Wochenschr., 1906, Nr. 7. 

Fiith und Lockemann, Uber den Nachweis von Fleischmilch- 

e in der Cerebrospinalfliissigkeit Eklamptischer, Zentralbl. f. Gynakol, 

(3. Jan. 1906. 


11* 
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Hyperemesis gravidarum, und bei Lungenkranken im letzten 
Lebensstadium: des weiteren noch in Gehirn, Darminhalt und 
in Empyemeiter. 

Die inaktive Milchsaéure ist gefunden worden in Gehirn. 
Darminhalt und Urin. SchlieBlich ist Milchsiiure, ohne Bestim- 
mung, ob Para- oder Girungsmilchsiiure, im Urin gefunden 
bei der Epilepsie und in einem Fall von niedrigem Himoglo- 
bingehalt des Blutes, sowie in verweichtem Knochen. 

Die Frage, woraus die Milchsiiure gebildet werde, ist 
nicht gelést; dab sie aus Kohlehydraten entstehe, ist im Or- 
ganismus nicht mit absoluter Sicherheit beobachtet worden, 
dagegen ist es bewiesen, daB EiweiB die Muttersubstanz sein 
kann. Die vielen Gifte, welehe, wenn sie in den Organismus 
einverleibt werden, die Entstehung von Milchsaure verursachen, 
geben in den meisten Fillen Veranlassung, entweder zu einer 
Destruktion von Eiweib, oder zu Sauerstoffmangel, welch letz- 
terer wieder das Zugrundegehen von Eiweifs hervorruft. Es 
lassen sich die verschiedenen Beobachtungen ungefiihr so zu- 
sammenstellen. Bet mehreren Tieren findet man im Blut eine 
kleine Menge Milchsiéiure, welche gebildet wird bei der Muske!- 
arbeit und wahrscheinlich in verschiedenen sonstigen Organen: 
die Siiure entsteht aus Eiweif, vielleicht auch aus Kohile- 
hydraten, und geht nicht in den Harn tiber. Bei der weiteren 
Umbildung der Milchsiiure spielt die Leber eine Rolle: gibt 
es kein funktionierendes Leberparenchym mehr, so steigt der 
Milchsiiuregehalt des Blutes, und erscheint die Séure auch im 
Harn. Dasselbe findet auch statt bei angestrengter Muske!ar- 
beit und bei erhédhter Eiweifispaltung, wie diese durch eine 
Reihe von Giften und durch Sauerstoffmangel hervorgeru!en 
wird. 

Zweifel nun fand in 17 Fallen von Eklampsie ohne \us- 
nahme Zinkparalactat im Urin, bisweilen nur eine Spur, mets! en 
jedoch eine mebbare Quantitiit, bis zu 1°00. Im Aderlabiiul 
von eklamptischen Miittern wurde von O—1,1°%o0 gefunden 
Da nun aber auch bei der Epilepsie und bei der Strychnin- 
vergiftung Milchsiiure im Harne gefunden worden ist, kon: 
man das Vorkommen der Séiure bei Eklamptischen auch 
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Konvulsionen und der Dyspnoe zuschreiben. Es wurde deshalb 
die Milchsiure unter anderen Verhiltnissen gesucht, und zwar 
im Blut der Kinder von eklamptischen Miittern und bei der 
Graviditétsnephritis. [Im Nabelstrangblut wurde fast immer 
Milchsiure gefunden, bis zu 0,8°/o0; auch das aus den Placenten 
-tammende Blut lieferte bis 2°00 Zinkparalactat. Bei der Gra- 
yiditaétsnephritis wurden im Harn immer Krystalle gefunden; 
jedoch war die Menge fur die chemische Bestimmung zu gering. 
Nagegen lieferte Aderlabblut in zwei untersuchten Fiillen 0,076 
und 0,25 °/oo Lactat. 

Bei meiner Arbeit habe ich die von Zweifel beschriebene 
Methode bentitzt. welche im wesentlichen mit derjenigen tiber- 
einstimmt, welche Araki!) angegeben hat. Die Placenten wur- 
den nicht von den Nabelarterien aus durchspiilt, sondern zer- 
hackt, mit Wasser gemischt und ausgeprebt. 

Zur Identifikation der erhaltenen Substanz habe ich, wenn 
mehr als 100 mg zu meiner Verfiigung standen, mit einer ein- 
zelnen Ausnahme immer die Bestimmung des ZnO-Gehaltes 
ausgefiihrt, in den meisten Fillen auch die Bestimmung des 
Krystallwassergehalts. Oft aber standen mir nur kleine Quan- 
litiiten zu Gebote; es wurde dann zuerst die Krystallform be- 
achtet, welche abwechselnd Nadeln und Prismen zeigte, ge- 
sondert und in Krystaildrusen. Sammelt man die von meh- 
reren Fiillen stammende Substanz, und fiihrt man damit die 
Aschebestimmung aus, so hat zwar ein positives Resultat seinen 
Wert, em negatives beweist jedoch nicht, dali nicht einige 
von den Teilen Zinkparalactat gewesen sind. Ich habe es des- 
halb bevorzugt, in diesen Fiillen die von Hopkins?) ange- 
sebene Probe auszufiihren: In einem Reagenzglas wird eine 
«eine Quantitit der zu untersuchenden Substanz gemischt, mit 
' ccm starker Schwefelséiure und einem Tropfen gesiittigter 
‘ung von Kupfersulfat 1—2 Minuten gekocht, schnell ab- 
zekiihlt und 2—3 Tropfen einer Thiophenlésung | 10—20 Tropfen 


_— 
. 





': Uber die chemischen Anderungen der Lebensprozesse infolge 
Sauerstoffmangel, Diese Zeitschrift, Bd. XIX, 1894, S. 335. 

*) Fletscher and Gowland Hopkins, Lactic acid in amphibian 
cle. Journal of Physiology, Vol. XXXV, p. 247, 1907. 
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Thiophen in 100 cem Alkohol) hinzugefiigt; das Reagenzglas 
wird nun wieder in kochendes Wasser gebracht; ist Milch- 
siure anwesend, so entsteht eine kirschrote Verfarbung, welche 
beim Abkiihlen nicht verschwindet. Die Reaktion wird nicht 
gegeben durch Kohlehydrate, Acetaldehyd und viele unter- 
suchte physiologische Produkte: wohl dagegen durch Malon- 
siure und wahrscheinlich durch andere a-Oxysauren als die 
Milchsiiure. Von diesen werden in Hammarstens Lehrbuch 
der physiologischen Chemie 1907 nur die Uroleucinsiiure und 
die Oxymandelsiiure genannt; erstere ist nur bei der Alkap- 
tonurie im Urin vorgefunden: mit dem Millonschen Reageis 
liefert sie ein gelbes Prazipitat, das beim Erwarmen sich rotet : 
die Oxymandelsiiure ist einmal bei akuter gelber Leberatrophie 
im Harn gefunden worden von Sehultzen und Rieb;!) sie 
soll beim Erhitzen mit Ca(OH), Phenol liefern. Mit der Substanz, 
welche ich aus dem Harn einer Eklainptischen erhalten hatte, 
habe ich diese Proben angestellt, beide mit negativem Resulltat. 
Wenn also die Probe von Hopkins positiv ausfallt, darf sie 
wohl als beweisend fiir die Anwesenheit von Milchsiiure gelten. 
Das Umgekehrte ist nicht der Fall: in zwei Fallen fiel die Probe 
negativ aus, in welchen die ZnO-Bestimmung den Beweis er- 
bracht, dafi die untersuchte Substanz Milchsiure war: hier 
waren die Krystalle aus Urin erhalten, vielleicht wurde die 
Reaktion von Urinfarbstoffen gehindert. 

In Fiillen mit vielen Verunreinigungen, in welchen das 
Waschen mit absolutem Alkohol nicht geniigte, mubten die 
Krystalle bisweilen mit Tierkohle gereinigt werden. Um die 
dabei verlorene Quantitét kennen zu lernen, fiihrte ich vier- 
mal diese Reinigung aus mit einer gewogenen Menge Zink- 
paralaktat; so fand ich eine Abnahme von resp. 2,5°/o0, 8,3°/0. 
2,66°/o und 4%/o. Bei der Berechnung der gefundenen Quan- 
titat Zinkparalaktat habe ich darum fiir den mit der Reinigung 
statthabenden Verlust 4°/o gerechnet. Um meine Zahlen mit 
den von Zweifel gegebenen vergleichen zu kénnen, habe ich 
ebenso wie er die spezifische Schwere von Blut und Urin au! 

') Akute Phosphorvergiftung und akute Leberatrophie, Chari!- 
Annalen, Berlin, Bd. XV, 1869, S. 1. , 
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{000 gestellt und alles als lufttrockenes, krystallwasserhaltendes 
Zinkparalaktat berechnet. 

Ich konnte & Fiille von Eklampsie untersuchen. 

I. 5. Nov. 1906. Vilpara. 11 Anfiille. Gestorben. 

Aus 330 ccm Urin Krystalle: Rosette von Prismen; der 
cereinigte Teil hiervon wiegt 144 mg. Dies verliert bei 110°: 
[Xk mg = 13,05°/o. Gegliiht liefert es 41,9 mg ZnO = 33,46/o 
Fiir Zinkparalaktat berechnet sind diese Zahlen: 12,89°/o und 
33,430. Die gefundene Substanz ist also Zinkparalactat, und 
zwar 0,044°,0 von dem Urin. 

Die Placenta wiegt 215 g. Gefunden: 251,3 mg Sub- 
— Krystallwasser: 32,9 mg = 13,09°/o. ZnO: 73,3 mg 
3,96 %Jo. Also Zinkparalaectat, und zwar 0,11 °/o. 

. 45 ecm miitterlichem Blut: Krystalle in Drusen: 
Bei 110° getrocknet: 79,6 mg; Probe von Hopkins positiv. 
Also wahrscheinlich Paralactat: auf das lufttrockene Salz be- 
rechnet 0,2 %/: 

In 40 eem Nabelstrangblut des toten Kindes: bei 110° 
vetroecknet: 42,2 mg Krystalle. Hopkins positiv. Also luft- 
trockenes Salz: O,121°/o. Diese Krystalle werden vereinigt 
mit der Substanz, welche noch aus dem Urin iibriggeblieben 


ist: zusammen: 132,3 mg. Krystallwasser: 15 mg == 11,34 /o. 
Gegliiht: 50,6 mg = 43,14°/o. Der groBbe Fehler in der ZnO- 


Bestimmung wird hier vielleicht von dem aus dem Harn stam- 
menden Teile verursacht. 

If. 29. Nov. Vpara. 7 Anfiille. Genesung. 

Urin untersucht vom 28. Nov., 30. Nov., 1. Dez., 3. Dez. 
und 5. Dez. Immer wurden Krystalle gefunden in Form von 
felnen Nadeln. Wiegen zusammen: 67,1 mg. Verlust bei 110°: 
1 mg = 7,6°/o. Nach der Gliihung: 48,8 mg = 78,7°/o. Die 
Substanz war also kein Paralactat; zwar war die Hopkinssche 
Probe deutlich positiv: also wenigstens eine Spur Milchsaure. 

HY. 11. Jan. 1907. 5 Anfalle. Genesung. 

In 45 cem Urin vom 11. Jan. Krystalle: Nadeln in Biischeln. 
in 675 cem Urin vom 15. Jan.: Krystalle, zusammen mit den- 
lenigen vom 11. Jan. bei 110° getrocknet: 209.1 mg, jedoch 
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noch nicht rein, obgleich mit Tierkohle behandelt. Hopkins 
positiv. 

Aus 26 ccm Blut des Kindes typische Krystalle: lange 
verzweigte Nadeln. Hopkins +-. 90 mg verlieren bei 110°: 
7,6 mg = 8,44°%o: enthalten 55,2 mg ZnO = 66,99°/o. Also 
eine Spur Paralactat. 

IV. 12. Jan. Ipara. 4 Anfiille. Genesung. 

Im mutterlichen Blut: bei 110° getrocknete Krystalle: 
62,2 mg. 

Im Nabelstrangblut: 7,2 mg. 

In 40 cem Urin bei 110°: 128,2 mg. Diese drei Quan- 


tittiten gesammelt, umkrystallisiert und mit Tierkohie gereinigt 
liefern zusammen 94,4 mg lufttrockenes Salz. Verlust bei 110°: 
7,8 mg = 8,26°/o. ZnO: 43,6 mg = 50,35°/o. Dagegen ist 


Hopkins oo 
Die Placenta wiegt 685 g; hieraus 1108,1 mg Krystalle. 
Kin gereinigter Teil wiegt 806 mg: Verlust bei 110°: 
104.2 mg = 12,92°/o; ZnO: 238,8 mg = 34,02°/o. Der Rest 
wiegt bei 110° noch 263,2 mg und gibt die Reaktion von 
Hopkins. Zusammen also 0,162°/o vom Placentargewicht. 
7,20 com Urin vom 17. Jan. liefern Krystalle, von denen 


ein Teil 175,7 mg wiegt; Verlust bei 110° 7,3 mg = 4,15°/o: 
ZnO: 104,5 ng = 62,05°/o. Der Rest betrigt 35,6 mg; Ver- 


lust 4,6 mg = 12,92 °/o. ZnO: 20,8 mg = 67,09° 0. Hopkins — 
V. 24. Jan. 3 Anfiille. Genesung. 
In 300 com Urin 111 mg Krystalle, von denen 68 mg 


bei 110° 8&8 mg verlieren = 12,89°%/o. Hopkins +. 
In 100 com miitterlichem Blut 63,8 mg Krystalle: Ver- 
lust 8 mg = 12,54°/o. Hopkins ++. 


In 10 cem Nabelstrangblut 71,5 mg; Verlust 9,1 mg 
= 12,73%o. Hopkins ++. 

Diese drei Quantitiiten zusammen nochmals gereinigt wieen 
bei 110°: 104.3 mg: ZnO: 71,7 mg = 68,7 °/o. 

Die Placenta wiegt 365 g, liefert 308 mg; Verlust bel 
110°: 39 mg = 12,66°/o. ZnO: 92,1 mg = 34,24°/o. Der nicht 
ganz reine Rest wiegt bei 110°: 90 mg. Zusammen 0,11° 
vom Placentargewicht. 

















Uber das Vorkommen von Milchsiure bei der Eklampsie. 159 


VI. 16. Febr. Vpara. 17 Anfille. Genesung. 

Urin vom 14., 15., 17., 19 und 22. Febr.; enthiilt immer 
Krystalle. Die ganze Menge Substanz zusammengefiigt wird 
dreimal mit Tierkohle gereinigt; Hopkins -}-. Ein reiner Teil 


wiegt 186,4 mg. Verlust 8,2 mg = 4,4°/o. ZnO: 61,6 mg 
= 34,57°/o. Der Rest wiegt bei 110° 300,9 mg. Hiervon 
gibt 130,38 mg nach der Glihung: 67,1 mg = 51,49°%o. Also 


war nur der erste Teil Lactat; auf 4428 ccm Urin berechnet: 
0,004 %o. 

VII. 1. Mai. Ipara. 5 Anfille. Genesung. 

614 ccm Urin liefert, mit Kohle gereinigt, bei 110°: 
Krystalle. Hopkins -+-. 

10 ccm miitterliches Blut bei 110°: 62,6 mg. Hop- 
kins —. 

22ccm Nabelstrangblut bei 110°: 53,8 mg. Hopkins+-. 

615 g Placenta liefern 540,1 mg Krystalle. Verlust 69,4 mg 

12,85°/o. ZnO: 155,7 mg = 33,08°/o. Als Rest noch bei 
110°: 188.5 mg. Zusammen 0,123 °/o. 

Vill. 24. Mai I para. 3 Anfialle. Genesung. 

Aus 126 ccm Urin sternformige Krystalle, in einer von 
der gewOhnlichen abweichenden Form. Einmal mit Kohle ge- 
reinigt; bei 110°: 70,5 mg. Hopkins 

280 cem miitterliches Blut: Biischeln von breiten, 
spitz endenden Nadeln. 110°: 82,6 mg. Hopkins +. 

90 ccm Nabelstrangblut, 110°: 23,8 mg. Hopkins —. 

Placenta: 540 g, liefert die typischen Krystalle. Einmal 
mit Kohle gereinigt. Lufttrocken: 141,5 mg. Verlust: 17,5 mg 
= 12,37°/o. ZnO: 42,5 mg = 34,27°/o. Als Rest noch: 739,7 mg. 
Verlust: 69,3 mg = 9,37°/o. ZnO: 242,8 mg = 36,22°/o. Als 
nochmals gegliiht wurde, um konstantes Gewicht zu erzielen, 
zerbrach der Tiegel. Wahrscheinlich ist also der Gehalt an 
nO geringer und ist die untersuchte Substanz Paralactat. 

Folgende Tabelle gibt die Quantitiiten des gefundenen 
Zinkparalactats, auch fiir jene Fille, in welchen die ZnO- 
sestimmung nicht stattfand, die Form der Krystalle und die 
Probe von Hopkins es jedoch wahrscheinlich machten, dab 
die gefundene Substanz Paralactat war. Oft, wenn der Gehalt 


~ 


54,4 mg 
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Probe Krystall- _ Zn-para- 
von | wasser | ~ lactat 
Hopkins in %o | in %o | in % 








Fiir reines Zinkparalactat be-,| | 
POCHOCl. ».4 6 eee ee 7 ! 12,89 


I. Miitterliches Blut. . 2... .. | O2 
Nabelstrangblut . ...... : | | 0,121 
Oe cae x Ree 13,05 | 33,46 | 0,044 
Rest des Urins +-Nabelstrangblut 11,34 | 43,14 | 
Placenta... . 0 ee | 13,09 33,56; 0,11 
CE. ig od. oe eee eee 4 | 7,6 78,7 Spur 
Nabelstrangblut . ..... .| | 844 66,99 
Urin 0,035 

Miitterliches Blut... . .. . | | Spur 

Nabelstrangblut | 

Urin ante partum ..... 

Die 3 vorhergehenden zusammen 
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an ZnO nicht mit dem fir Zinkparalactat berechneten iiber- 
einstimmte, zeigte doch die Farbenreaktion, dab wenigstens 
eine Spur Milchsdure anwesend war. 

In den Fallen, in denen der Gehalt an ZnO nicht mit 
dem fiir Zinklactat berechneten tibereinstimmte, war er immer 
hoher, und zwar meistens von 50—70 °/o. In einigen von diesen 
Millen fand beim Hinzufiigen der Salpetersiure ein Aufbrausen 
statt: es war also wahrscheinlich ZnCQ, entstanden, welches 
64.8°%/o ZnO enthalt. Das ZnCO, kann erst spiiter entstanden 
sein, weil urspriinglich von einer klaren L6sung der Substanz 
in Wasser ausgegungen wird. Wahrscheinlich entsteht es aus 
organischen Substanzen, welche bei 110° oxydiert werden ; 
Ofters muBbten die Krystalle lange Zeit auf 110° erhitzt werden, 
bevor das Gewicht konstant war; bisweilen wiihrte dies mehr 
als 20 Stunden. Ich iiberzeugte mich, das reines Zinkpara- 
lactat, auch wenn es wahrend vieler Tage bis 110° erhitzt 
wird, nicht in ZnCO, tibergeht. 

Es ist méglich, dab in den Fallen, in welchen ein Gehalt 
an ZnO von mehr als 33°/o gefunden wurde, die Substanz 
aus einem Gemisch von Zinkparalactat mit etwas anderem be- 
standen habe. 

In einem Falle (VI) wurde 4,4°/o Krystallwasser gefunden. 
Weil aber der Wassergehalt des Zinkparalactats nicht ganz 
konstant ist, glaubte ich hier doch, auf die ZnO-bBestimmung 
gesttitzt, annehmen zu diirfen, dab die untersuchte Substanz 


Zinkparalactat war. 

In den von Eklamptischen stammenden  Fliissigkeiten 
wurde also nur zweimal keine Milchsiure gefunden. Die Prozent- 
zahlen stimmen ungefiihr mit den von Zweifel angegebenen 
liberein. 

In einigen Fiillen hatten die Patienten Morphin bekommen; 
weil bei der Vergiftung von Tieren mit Morphin im Harn Milch- 
siure gefunden worden ist, untersuchte ich den Urin eines 
Morphinisten, welcher tiiglich 700 mg subkutan bekam. Aus 
676 cem erhielt ich 72,3 mg Krystalle; Verlust bei 110°: 
0.5 mg = 5,26%/o. Gegliiht: 46,2 mg = 67,45°/o. Es eriibrigte 
ein Rest von 23,8 mg (bei 110)° Im Urin war also nur eine 
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Spur Milchsiiure, weil die Reaktion von Hopkins positiv war. 
Wir sind also zu dem Schluf berechtigt, daf die kleinen Quan- 
titaten Morphin, welche die Patienten bekamen, keinen Einfluf 
auf die Werte des Lactats getibt haben. 

Bei der Eklampsie wird also in Blut, Harn, Placenta und 
Nabelstrangblut fast immer Milchsiiure gefunden. Es friigt sich 
nun, inwieweit das abnormal sel. 

Im gewOhnlichen Harn konnten Liebig, Heuss, Schiitz 
keine Milchséure finden, im Einklang damit konnte ich aus 1 | 
Urin keine Krystalle darstellen; auch zeigte 11 Urin, bis 10 ccm 
eingeengt und mit Kohle gereinigt, die Reaktion von Hopkins 
nicht. — Dagegen fand ich die typischen Krystalle in 1350 ccm 
Urin eines Patienten, welcher schwere Dyspnoe hatte. Auber 
einigen gefiirbten Krystallen aus dem Waschalkohol wogen 
diese 49,2 mg. Verlust bei 110°: 4,2 mg = 8,54°/o. ZnO: 
17,7 mg == 39,53°/o. Hopkins --. Dies war also wahrschein- 
lich unreines Paralactat, welches 0,004 °/o des Urins ausmachen 
wiirde. 

Um einen Einblick in die Genauigkeit der Methode zu 
gewinnen, lOste ich Zinkparalactat in normalem Harn. Schiitz!) 
fand mit zwei verschiedenen Methoden resp. 35°/o und 56°» 
zuriick, Stadelmann2) 14,2°/o, Zweifel*) von 500 mg sehr 
wenig. — In 11 Urin léste ich 300 mg Zinkparalactat; die 
Krystalle, welche ich erhielt, mubten 6fters mit Kohle gereinigt 
werden, und wogen bei 110° 78,2 mg; dies war jedoch noch 
kein reines Lactat: beim Gliihen lieferte es 42,1 mg = 53,849 ». 
Auch aus dem Waschalkohol wurden noch Krystalle erhalten. 
In einem anderen Versuche, wo weniger Farbstoffe zugegen waren, 
wurde mehr erhalten. In 11 Harn wurden 300 mg Paralactat 
(bei 110°) gelést, welches aus Pferdefleisch bereitet war und 
32,6°/0 ZnO enthielt. Bei der Bearbeitung ward etwas _ver- 
loren. Die gefundenen Krystalle wurden einmal mit Kohle 


') Milchsiiure in patholog. Harnen, Diese Zeitschrift, Bd. XIX. 
1894, S. 482. 

*) Ammoniakausscheidung beim Diabetes, Archiv f. exper. Pathol. 
u. Pharm., 1883, Bd. XIX, S. 419, 

°) Arch. f. Gynikol., Bd. LXXVI, S. 554. 
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gereinigt; ein Teil wog bei 110°/o: 46,4 mg, ein anderer Teil 
i4,1 mg; dieser lieferte 15,6 mg ZnO = 35,27°/0. Wiewohl 
in diesem Fall die Hopkinssche Probe negativ ausfiel, zeigte 
doch Krystallform und ZnO-Bestimmung, dai die Substanz Para- 
lactat sein muBte, obgleich noch nicht ganz rein. Im ganzen 
wurden also 90,5 mg zuriickbekommen, das heilt, wenn fiir 
den Verlust beim Reinigen mit Kohle 4°/o gerechnet. wird, 
94.2 mg = 31,4°/o von dem in dem Harn gelosten. 

Normales Menschenblut enthalt keme Milchséure nach 
Enderlin!) und Salomon?). Auch Zweifel fand es nicht im 
AderlaBblut von Schwangeren und Gebiirenden. Berlinerblau®) 
stellte aus 200 cem direkt in Alkohol aufgenommenem venésen 
Blut 24,5 mg Substanz dar, von welcher aber keine Bestim- 
mung angegeben wird: auch wird nicht gemeldet, ob das Blut 
von einem gesunden Menschen stammte. 

Ich untersuchte 100 cem Aderlabblut von einem normalen 
Menschen, welcher in 16 Stunden keine Nahrung zu sich ge- 
nommen hatte; 50 ccm hiervon wurden mit Alkohol extrahiert; 
in der zweiten Hiilfte wurde Zinkparalactat geloOst, welches bei 
110° 190.6 mg wog und 32,6°/o ZnO enthielt. Es wurde wieder 
erhalten: 89,5 mg; Verlust bei 110°: 10 mg = 11,17°/o; nach 
der Glihung: 26,4 mg — 33,21°/o. Ein Rest war noch tibrig, 
welcher bei 110° 9.8 mg wog. Zusammen wurden also 89,3 mg 
wieder gefunden — 46,86°/o. 

Aus den 50 ccm normalen Blutes erhielt ich Krystalle in 
zwei Formen, und zwar Drusen von Nadeln und von breiteren, 
kegelformigen Krystallen. Nach Umkrystallisierung wurde ein 
rein weiBer Teil erhalten: lufttrocken 20 mg: Verlust bei 110°: 
21mg = 10,5°%/o: ZnO: 15.4 mg = 86,03°/o. Es war also 
kein Laetat; die Probe von Hopkins war aber unzweifelhaft 
positiv. Ein Rest wog bei 110° 35,9 mg: Hopkins schwach. 
Das Blut enthielt also nur eine Spur Milchsiiure. 


') Uber die milchsauren Salze im Blute, Liebigs Annalen, Bd. XLVI, 
S. 164, 1843. 

*) Verbreitung und Entstehung von Hypoxanthin und Milchsaure, 
Viese Zeitschrift, Bd. Il, 1878, S. 68. 

*) Milchséure im Blute, Archiv f. exper. Path. u. Pharm., Bd. XXIII, 
1887, S. 333. 
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Auch wurden zur Kontrolle Placentae untersucht. Weil 
es moglich wiire, dafi bei lange dauernden Wehen durch Sti- 
rungen im Placentar- und im kindlichen Kreislauf Milechsaéure 
entstehe, untersuchte ich Placentae, welche von Geburten von 
verschiedener Dauer stammten. 

Aus der Placenta von einer sehr kurz dauernden Geburt, 
welche zusammen mit dem Nabelstrangblut 470 g wiegt, werden 
Krystalle erhalten: nach Reinigung, bei 110°: 24,3 mg. Hop- 
kins +. 

Placenta: 445 g. Partus von 7 Stunden. 42,6 mg Kry- 
stalle. Hopkins -+-. 

Aus 36 cem Nabelstrangblut die typischen Krystalle 
von Zinkparalactat. Ein Teil wiegt 27,1 mg: Verlust 59,3 mg 
= 21.88%: ZnO: 99 mg = 46,76°%/o. Rest wiegt 127,7 mg. 
Verlust 21.5 mg = 16,84°/o: ZnO: 51,9 mg = 48,87°/o. Hop- 
kins +. 

Partus von & Stunden. Placenta 438 g. Krystalle wie- 
gen bei 110° 34mg. ZnO 22,8 mg = 67,06°/o. Hopkins --. 

Partus von 3 Tagen. Placenta 372 g: das Nabelstrang- 
blut wurde hinzugefiigt. Krystalle: 91 mg. Verlust 6,5 mg = 
7,14°/o. ZnO 44 mg = 52,07°/o. Hopkins ++. 

520 ccm Urin von diesem Falle lieferten 42,8 mg Kry- 
stalle. Verlust 1.4 mg = 3,27°/o. ZnO 27,83 mg = 65,94°/0. 

In den zwei letzten Fiillen war also die gefundene Sub- 
stanz kein Lactat. Wenn wir annehmen diirfen, dab die aus 
den ersten zwei Placentae erhallene Substanz Lactat war, so 
wiirde dies 0,006 und 0,012°/o betragen, also viel weniger als 
in den Placenten von Eklamptischen. 

Bei einem normalen Partus (von 5 Stunden) wurde ge- 
funden: In 83 cem Blut der Mutter Krystalle wie von Para- 
lactat, und zwar 57,5 mg. Verlust 15,9 mg = 27,65°/o. Hop- 
kins — 

In 42 cem Nabelstrangblut 45,2 mg. Verlust 3,2 mg 
= 7,08°/o. Hopkins +. 

In 660 cem Urin bei 110° 50,6 mg Hopkins —. 

Im miitterlichen und kindlichen Blut war also wenigs!e1s 
eine Spur Milchsiiure enthalten. 
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Ein anderer Partus wurde nach 90 Stunden mit der Zange 
beendet. Die einzige Abnormitét ante partum war die ziem- 
lich starke Obstipation der Frau. 

In 400 com miitterlichem Blut wurden 94,3 mg Kry- 
stalle gefunden; H,O 12,5 mg = 13,26°%o. ZnO 28 mg = 
94.11°/o. Dies war also Paralaetat. Als Rest noch bei 110° 
{1.8 mg. Zusamman auf lufttrockenes Salz berechnet 107,8 mg 
— 0,029" /0. 

In 38 cem Nabelstrangblut keine Krystalle. 

In 2830 com Urin nach Reinigen mit Kohle bei 110° 
(5.2 mg Krystalle. Hopkins +4-. Dies wiirde 0,002°/« des Urins 
betragen. 

Aus den Kontrollversuchen geht hervor, dai normaler 
Harn keine Milchséiure enthilt, normales blut eine Spur; dab 
von hinzugefiigtem Paralactat aus dem Harn bis zu 31,4°/o 
wieder erhalten wurde, aus dem Blut 46,86°/o. Weiter, dab 
bei normalen Geburten die Placenten eine Spur, oder jeden- 
falls sehr wenig Milchsiiure enthalten, das Nabelstrangblut eine 
Spur oder nichts, der Harn nichts, das miitterliche Blut eine 
Spur: in letzterem wurde nur einmal eine ziemlich grobe Quan- 
litiit Lactat gefunden, und zwar nach einem sehr lange dauern- 
den Partus; in dem Falle war auch im Urin Milchsaure, im 
Nabelstrangblut dagegen nichts. 

Die Quantitét der Milchséure, welche bisweilen bei der 
Eklampsie gefunden wird, ist also viel gréBer als unter nor- 
malen Umstinden. Dab diese Milchsaure die Ursache der Krampfe 
sel, versuchte Zweifel aus der Tatsache abzuleiten, dab sie 
auch in jenen Fallen angetroffen wird, in welchen von Kraémpfen 
keine Rede war, im Blut der Kinder von Eklamptischen, und 
bel Frauen mit Schwangerschaftsnephritis, bei welchen also 
EkKlampsie ausbrechen kann. Das selbstandige Vorkommen der 
Milchsiiure im kindlichen Organismus, unabhingig von dem 
vielleicht durch die Kriimpfe im miitterlichen Blut geformten 
Paralactats, ist nur in jenen Fillen anzunehmen, in welchen 
im kindlichen Blut ein héherer Gehalt als im miitterlichen ge- 
tunden wird. 

Dies wurde von Zweifel dreimal, von mir einmal be- 
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obachtet. Es scheint mir, daB der Schlub, es komme bisweilen 
im kindlichen Blut mehr Milchsiure vor als im mitterlichen. 
durch diese Wahrnehmungen nicht gentigend gerechtfertigt sei, 
Erstens ist in keinem dieser Fille die Bestimmung des ZnQ- 
Gehaltes der gefundenen Substanz einzeln ausgefiihrt. Zweitens 
sind die Quantitiiten sehr gering, und sind also kleine Unter- 
schiede von grofem EinfluB8 auf die Zahl des Prozentsatzes. 
Diese kleinen Unterschiede werden leicht durch Verunreinigungen 
verursacht, welche zu Umkrystallisierung und Reinigung Anlaj 
geben, und weiter durch die Methode selber, welche quanti- 
tativ sehr mangelhaft ist, und mit welcher aus Blut weniger 
als 50°/o vom zugefiigten Paralactat wiedergefunden wird. 

In drei Fiillen von Nephritis wihrend der Graviditiit wurde 
mit Sicherheit nicht mehr als eine Spur Milchséure im Urin 
gefunden; auch Zweifel erhielt zwar Krystalle, jedoch zu wenig 
fiir die Analyse. Im miitterlichen Blut fand er 0,0076 und 
0,0252°/o: im miitterlichen und kindlichen Blut fand ich nur 
eine Spur. 

In den Placenten fand ich in einem Falle sehr viel: 0,119? «, 
also ebensoviel wie in den Placenten Eklamptischer. Dennoch 
bekam diese Frau keine Eklampsie. Hierbei war es bemerkens- 
wert, dab 3 Tage nach der Geburt, bei welcher Zwillinge ge- 
boren wurden, das eine Kind starb unter Konvulsionen, wiihrend 
sein Urin eiweibhaltig war. Das zweite Kind blieb gesund. 

Im Urin einer an Nephritis chronica erkrankten Frau, 
welche vor 2!/2 Monaten eine Eklampsie durchgemacht hatte, 
wurde noch eine Spur Milchsiure nachgewiesen. 

Bei der Schwangerschaftsnephritis wird also in Blut, Harn 
und in der Placenta Milchsiure gefunden, und diese Séure wiirde 
also die Ursache der Kriimpfe sein kénnen. 

Das Entgegengesetzte kann nur bewiesen werden, went 
es Fiille gibt, in welchen bei ebenso hohem Gehalt an Milch- 
siure keine Eklampsie auftritt. Dies ist nun in der Tat be- 
obachtet. Im Urin der Eklamptischen wurde nur eine Spur 
gefunden, wie das unter vielen sonstigen Umstiinden vorkonimt. 
Im miitterlichen Blut ward als héchster Gehalt von Zwe fe! 


0,025 °/o gefunden: bei einem normalen Partus fand ich 0,02.” o. 
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Auch in dem Fall, wo die Placenta 0,119°/o Paralactat ent- 
hiell, bekam die Frau keine Eklampsie; zwar starb das eine 
der Kinder unter Konvulsionen. 

Die bei der Graviditatsnephritis vorkommende Milchsiiure 
kann also das Entstehen der Kréampfe nicht erkliren. Was 
nun die groéfere Quantitét des Lactats anbelangt. welche im 
Harn gefunden wird, nachdem die Eklampsie ausgebrochen ist, 
s;) kann diese ganz durch die Krampfe verursacht sein. Araki!) 
fand im Harn nach epileptischen Anfiillen 0,439°/o, wiahrend 
der héchste Gehalt bei der Eklampsie 0,1°/o betriigt. Inouye 
und Saiki?) fanden selbst nach einem epileptischen Anfalle 
bis zu 1°/o Paralactat, in der Zeit zwischen den Anfillen nichts. 

Der grote Gehalt an Zinkparalactat, welcher mit Sicher- 
heit im miitterlichen Blut bei der Eklampsie beobachtet ist, 
betriigt O,114°/o. Obgleich nun in der Literatur aufber in der 
Arbeit von Zweifel keine Angaben gefunden werden tiber den 
Milchsiituregehalt des Blutes von lebenden Menschen unter ab- 
normen Umstinden, so ist es doch sehr wahrscheinlich, dal 
auch da bisweilen viel Milchsiure im Blut ist, und zwar auf 
Grund der groben Quantitiiten Lactat, welche im Urin gefunden 
worden sind; der Gehalt des Blutes ist in den meisten Fallen 
hdher als der des Harns und auch bei Tieren wird normaliter 
im Urin keine, im Blut wohl Milchséure gefunden. Bei Menschen 
kann nun der Urin sehr viel Milchséure enthalten, ohne dab 
Kriimpfe auftreten: bei Lungenkranken in Agone wurde 0,38 °/o 
gefunden,*) in einem Fall von Hyperemesis gravidarum 0),136°/o. 4) 
Diese Ziffern sind also hdher als die héchste fiir das Blut bei 
der Eklampsie gefundene. 

Die Quantitit Milchséure, welche bei der Eklampsie vor- 
kommt, ist also wahrscheiniich nicht geniigend zur Erklarung 

') Uber die Bildung von Milchsiure und Glykose im Organismus 

sauerstoffmangel, Diese Zeitschrift, Bd. XV, 1891, S. 335, 

*, Uber das Auftreten abnormer Bestandteile im Harn nach epilep- 
ischen Anfallen, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 1902, S. 203. 

*) Irisawa, Milchsaéure in Blut und Harn, Diese Zeitschrift, 1893, 

\VII, S. 340. 
*, Underhill, A note on the presence of lactic acid in the urine of 
ous vomiting of pregnancy, The Journ. of biol. chem., Vol. II, p. 485, 1907. 
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des Auftretens der Krimpfe: dagegen sind die Krampfe im- 
stande, den gefundenen Gehalt an Milchsiéiure zu verursachen. 
Auber der Eklampsie und der Hyperemesis hat man auch 
die Chorea gravidarum als eine Schwangerschaftsintoxikation 
aufgefabt. In einem Fall von Chorea, den ich untersuchen 
konnte, wurde gefunden: im miitterlichen und kindlichen Blut 
wenigstens eine Spur Milchséure; in 11 Urin 0,0153°/o Paralactat. 
Der SchluB, zu welchem ich gelangt bin, dab bei der 
Eklampsie die Krimpfe nicht durch Anhaéufung von Milchsiure 
verursacht werden, sondern umgekehrt selber zu einer solchen 
Anhaufung AnlaB geben, lift die Méglichkeit offen, da die 
Zunahme der Quantitét Milchsdure im Blut Eklamptischer auler 
von den Kriimpfen auch noch von anderen Umsténden ab- 
hiinge. Kommt doch auch bei der Graviditiitsnephritis mehr 
Milchsiiure im Blut vor als in der Norm. Auch muf der Ande- 
rungen gedacht werden, welche bei der Eklampsie in der Leber 
gefunden sind. Es liegt nahe, damit die Abnahme der Harnstoll- 
und Sulfatausscheidung in Zusammenhang zu bringen. Ist nun 
bei der Eklampsie die Leberfunktion wesentlich gestért, so 
darf man infolge davon eine Zunahme des Milchsiéiuregehalts 
des Blutes erwarten. Jedenfalls ist das Vorkommen einer er- 
hohten Quantitét Milchsiure im Blut bei .der Eklampsie ein 
Symptom, dessen Ursprung, wenigstens hauptsachlich, klar tsi, 
das aber selber einstweilen nicht zur Erklérung der anderen 
Erscheinungen dieser Krankheit beniitzt werden kann. 











Uber die Bedeutung der sogenannten «Pflanzenamide» fir den 
Stickstoffumsatz im tierischen Organismus. 
Von 


V. Henriques und C. Hansen. 


{us dem physiologischen Laboratorium der kéniglichen tierirztlichen und landwirt- 
schaftlichen Hochschule in Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Dezember 1907.) 


Die Frage, inwiefern stickstoffhaltige Pflanzenstoffe, die 
keine Eiweibstoffe sind, den tierischen Organismus vor Verlust 
an Stickstoff zu schiitzen vermdgen, beschaftigt die Physiologen 
schon seit langem. Die Versuche, die man angestellt hat, um 
diese in so vielen Beziehungen wichtige Frage zu lésen, wurden 
teils mit einzelnen rein dargestellten Stoffen (wie z. B. Aspa- 
ragin), teils mit Pflanzenteilen, die grobe Mengen «Amidstick- 
stoff» enthielten (wie z. B. Riiben), teils endlich in der jiingsten 
Zeit mit einem Gemisch der aus Heu oder Riiben isolierten 
«Amide» unternommen. Was die zu den Versuchen angewandten 
Tiere betrifft, so hat man sowohl fleischfressende (Hunde) als 
allesfressende (Ratten) und pflanzenfressende (besonders Wieder- 
kiuer) benutzt. Wir beabsichtigen nicht, uns auf eine nahere Dar- 
stellung der Resultate der verschiedenen Forscher ') einzulassen, 
sondern begniigen uns mit einigen einzelnen Bemerkungen. 

Mit Bezug auf fleischfressende Tiere wies Munk schon 
i883 nach, dai das Asparagin nicht imstande ist, die Albu- 
minstoffe des Futters zu ersetzen, und spater haben andere 


‘) Siehe hieriiber u. a: E. Schulze, Uber den Nahrwert der 
nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen (Journal fiir Landwirtschaft, 
Bd. LIV, 1906). — O. Kellner, Die Ernéhrung der landwirtschaftlichen 
Nutztiere, 4. Aufl., 1906. — Rosenfeld, Inauguraldiss. Heidelberg 1900, — 
Verschiedene Abhandlungen von C. Lehmann, Max Miiller, W. Véltz, 
Pfligers Archiv, 1906—1907. 


12* 











170 V. Henriques und C. Hansen, 


Forscher dieses Resultat bestitigt. Doch hat vor ganz kurzem 
Max Miller!) geglaubt, eine sogar ziemlich bedeutende albu- 
minstoffersparende Wirkung des Asparagins nachweisen zu 
kOnnen, wenn dieses in Zelloidin eingebettet gegeben wurde 
(C. Lehmann), indem hierbei die Resorption langsamer und 
in grOberer Tiefe des Verdauungkanals erfolge. Wihrend also 
Versuche an Hunden vorliegen, die eine albuminersparende 
Wirkung des Asparagins andeuten, kennt man keinen Versuch 
wn Fleischfressern, der darzulegen vermoéchte, dal das N-Gleich- 
gewicht sich dureh Zufuhr von Asparagin oder tiberhaupt von 
«Amiden» allein erzielen lasse. 

Was Versuche an Pflanzenfressern — besonders Wieder- 
kiiuern — betrifft, so sind fast alle Forscher daritiber einig, 


dab ein Zuschufs amidhaltiger Pflanzenstoffe imstande ist, auf 


den Albuminstoffumsatz ersparend zu wirken: wéahrend aber 
QO. Kellner der Ansicht ist, dab stickstoffhaltige, nicht protein- 
artige Stoffe der Pflanzen fiir den Stickstoffumsatz des Korpers 
nur eine verhiltnismibig geringe Rolle spielten, und dah man 
solehe bei der Futterberechnung deshalb unter die stickstoti- 
freien Stoffe rechnen sollte,?) sind C. Lehmann und seine 
Schiller am meisten dazu geneigt, den Amidstickstoff fiir ebenso 
wertvoll als den Proteinstickstoff zu halten; diese Auffassung 
stiitzt sich namentlich auf Versuche von W. Voltz,*) dem 
es gelang, hauptsiichlich durch Amidsubstanz aus Melasse einen 
Hammel im Stickstoffgleichgewicht zu erhalten. Das Tier bekam 
45 Tage hindurch ein Futter, das durchschnittlich pro Tag 
3,203 ¢ N in Form von Proteinen und 7,507 g N in Form yon 


') Pfliigers Archiv, Bd. CXVII (S. 10, 12 u. f.). 

2) Mit Bezug auf Kellners Stellung zur hier genannten Fraye 
verweisen wir auf sein oben erwiéhntes Handbuch, 4. Aufl., wie auch 
auf die «Deutsche landwirtschaftl. Presse», 34. Jahrgang, Nr. 66. Kellner 
referiert hier Versuche an Milchkiihen, in deren Futter sich Eiweibstotle 
gegen essigsaures Ammoniak umtauschen liefen, ohne nennenswer'’ 
Anderung des Stickstoffumsatzes zu bewirken. 

3) W. Véltz, Uber die Verwertung des Amidgemisches der Melass¢ 
durch den Wiederkiuer, Pfliigers Archiv, Bd. CXVII. — Zu einem éi'\n- 
lichen Resultate wie Voltz gelangte auch B. v. Strusiewicz (Uber den 
Nihrwert der Amidsubstanzen, Zeitschrift f. Biol., Bd. XLVII). 
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Amidsubstanzen enthielt; hierdurech wurden durechschnittlich 
0.246 g N im Korper angesetzt. Der Kot enthielt 3,747 g N 
in Form von Proteinen, also um 0,543 g mehr als das Futter. 

Endlich nennen wir in aller Kiirze einige Versuche, die 
von dem diinischen Versuchslaboratorium!) angestellt wurden, 
Versuche, die ebenfalls darlegen, dafi die Amide der Nahrung 
dazu brauchbar sein miissen, den Stickstoffverlust des Orga- 
nismus zu decken. Als ein einzelnes Beispiel aus dieser sehr 
umfassenden Versuchsreihe fiihren wir eine einzelne Periode 
aus einem Versuche mit einer milchenden Kuh an. Das Futter 
bestand aus 0,75 kg Baumwollsamenkuchen, 45 kg Riiben, 2.5 kg 
Heu und ea. 3,6 kg Stroh. Der Stickstoffumsatz verlief fol- 
cendermaben : 

Mit dem Futter wurden aufgenommen: 125 g Albumin- 
stickstoff und 33 g Amidstickstoff (hierunter jedoch ca. 4,5 ¢g 
als Salpetersdurestickstoff); mit den Exkrementen wurden ab- 
cesondert: 70 g Albuminstickstoff und 7 g Amidstickstoff. Auf- 
genommen waren also: 55 g Albumin-N und 26 g Amid-N 
‘(indem wir den Salpetersiiurestickstoff auber Betracht lassen 
und hier als Amid-N betrachten). Wéihrend dieser Periode 
wurden nun mit der Milch 51 g und mit dem Harn 29 g Stick- 
stolf ausgeschieden. Hieraus geht hervor, dali von den (als 
Albuminstoff) aufgenommenen 55 g N mit der Milch 51 g aus- 
geschieden wurden, und an wirklichem Albumin-N_ bleiben 
mithin nur 4¢@ zurtick. Daf diese 4 g nicht geniigen, um den 
Stickstoffumsatz einer 457 kg wiegenden Kuh zu decken, leuchtet 
ein, und man wird deshalb zu der Annahme genotigt, dab die 
aulgenommenen 26 g Amidstickstoff als Albuminstickstoff fun- 
giert haben. 

Wie soll man nun dieses eigentiimliche Verhalten erkliren, 
dali einige einzelne Amide imstande sind, den Eiweilstoff der 
Nahrung zu ersetzen? Und worin liegt der Grund des eigen- 
tumlichen Unterschieds zwischen Fleischfressern und Pflanzen- 

') 60. Bericht des Laboratoriums fiir landwirtschaftliche Versuche 
der kénigl. tierdirztlichen und landwirtschaftlichen Hochschule. Versuche, 
das Minimum an Eiweifi im Futter der Milchkiihe zu bestimmen, Kopen- 
hagen 1906 (in danischer Sprache). 
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fressern mit Bezug auf deren Vermidgen, Amide zu Albumin- 


stoffen aufzubauen ? 
Heutzutage gibt es gewili keine Physiologen mehr, die 
der Ansicht wiiren, daf der tierische Organismus imstande sei, 


mittels einer Synthese z. B. das Asparagin in Albuminstoff 


umzuwandeln; die gewOhnliche Auffassung von dem Verhalten 
der Amide im Korper ist die urspriinglich von Zuntz darge- 
stellte, daB es die Bakterien im Darmkanale sind, die die Amide 
solchergestalt verarbeiten, daf} diese zu Albuminstoffen aufge- 
baut werden, welche einen wesentlichen Bestandteil der Bak- 
terienzellen bilden. Die Amide werden also nicht als solche 
resorbiert, sondern werden im Darmkanal Bestandteile der Bak- 
terien, und letztere werden dann nach ihrem Absterben auf 
gewoOhnliche Weise verdaut. Der Grund des wesentlichen Unter- 
schieds zwischen Fleischfressern und Pflanzenfressern hinsicht- 
lich der Fahigkeit der Amide, Albuminstoffe zu ersetzen, beruht 
darauf, dafi die Bakterien im Verdauungskanale der Pflanzen- 
fresser weit giinstigere Bedingungen fiir ihr Wachstum antreffen 
als in dem Verdauungskanale der Fleischfresser, oder vielmehr: 
bei Pflanzenfressern verbleibt die Nahrung weit lingere Zeit 
hindurch im Verdauungskanale als bei Fleischfressern, und des- 
halb wird die Bakterienmasse im Darmkanal der Pflanzenfresser 
sehr grof} sein, wiihrend im Darmkanal der Fleischfresser wegen 
des verhiiltnismébig schnellen Durchgangs der Nahrung nur eine 
geringe Entwicklung von Bakterien stattfindet. Die gtinstigsten 
Bedingungen fiir ein Aufbauen der Amide zu Albuminstoffen 
durch Bakterien finden wir unzweifelhaft bei den Wiederkiuern, 
wo die Nahrung sogleich in die vorderen Abteilungen des Magens 
gelangt, die wie grofe «Thermostaten» wirken, In denen grobe 
Massen Bakterien teils eine Cellulosegérung erregen und mithin 
den Inhalt der Pflanzenzellen frei machen, teils die Amide in 
Albuminstoff umbilden. Letzteres, dafi die Amide sogleich im 
Anfang der Verdauung in Albuminstoff umgebildet werden, ist 
sicherlich von sehr groBer Bedeutung; bei den nicht wieder- 
kauenden Pflanzenfressern kann diese Umbildung erst im Blind- 
darm in griBerem MaBe erfolgen, und wahrscheinlich wird. 
bevor die Nahrung so weit hinab gelangt ist, ein Teil des 
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Asparagins unverandert resorbiert worden sein; bei diesen 
Tieren werden die Amide der Nahrung deshalb zweifelsohne 
geringere Bedeutung haben als bei den Wiederkiiuern. 

Aus dem hier Angefiihrten geht hervor, dal Untersu- 
chungen tiber das VermOgen des tierischen Organismus, aus 
den Spaltungsprodukten der Albuminstoffe wieder Albuminstoffe 
aulzubauen, sich nicht mit pflanzenfressenden Tieren ausfihren 
lassen, sondern mit Carnivoren oder Omnivoren unternommen 
werden miissen, indem man nur bei diesen zu der Annahme 
berechtigt ist, dab die Tatigkeit der Bakterien eine verhiltnis- 
mibig geringe Rolle spielt, obschon man die Moglichkeit einer 
Albuminstoffsynthese mittels der Bakterien nicht ginzlich aus- 
schlieBen kann. 

Aus der bisher verdffentlichten Reihe von Untersuchungen 
liber die Bedeutung verschiedener stickstoffhaltiger Stoffe fiir 
den Stickstoffumsatz im tierischen Organismus teilen wir hier 
einige Untersuchungen mit, die wir tiber mehrere stickstoff- 
haltige Pflanzenstoffe, welche keine Albuminstoffe sind (also 
liber «Amide» ) angestellt haben. Zu den Versuchen gebrauchten 
wir Ratten wie zu unsern friiher referierten Versuchen; was 
die Verdauungsmethode betrifft, verweisen wir auf unsere Ab- 
handlung in dieser Zeitschrift (Bd. XLII). 

Die zu den Versuchen angewandten stickstoffhaltigen Stoffe 
wurden teils aus Wurzelknollen (Kartoffeln und Ruben), teils 
aus ganz jungen, ca. 8 Tage alten, etiolierten Keimlingen ver- 
schiedener Samen (Wachsbohnen, Pferdebohnen und Gerste) 
dargestellt. Was die Darstellung der «Amide» betrifit, so ver- 
schalften wir uns solche dadurch, dab wir die Pflanzenteile 
erst eine Fleischzerkleinerungsmaschine passieren lieben, um 
sie ganz fein zu zerteilen, worauf wir sie in eine Presse brachten 
und den Saft ausprefiten. Der Prefkuchen wurde darauf mit 
Wasser ausgekocht und die Masse von neuem geprebt. Den 
aul diese Weise gewonnenen Saft erwarmten wir im Wasser- 
bade bis auf 100° und setzten vorsichtig Essigsiure zu, wo- 
durch die Albuminstoffe geféllt wurden; darauf filtrierten wir 
und dampften das Filtrat erst tiber dem Wasserbade und spiiter 


5 t 


in Vakuum bei ea. 50° ein. Nach dem Trocknen lat die 
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gewonnene Masse sich gewohnlich pulverisieren und das solcher- 
gestalt hergestellte Pulver wurde zu den Versuchen angewanct. 
Nur den Saft der Riiben vermochten wir wegen seines groben 
Gehalts an Zucker nicht in Pulverform zu bringen; der ein- 
gedampfte Saft wurde deshalb mit fein zerteilter Cellulose ge- 
mischt, worauf die Mischung bei 50° im Vakuum getrocknet 
wurde. Hierdurch gelang es, auch den Riibensaft +- Cellulose 
in Pulverform zu bringen. 

Wenn wir zu unseren Versuchen teils junge Pflanzen- 
keimlinge, teils Wurzelknollen benutzten, so geschah das. weil 
man erwarten darf, in diesen Pflanzenteilen eine grobere oder 
geringere Menge der verschiedenen Aminosiiuren zu_ finden. 
die durch Zersetzung der Albuminstoffe entstehen. In den 
Samenkornern finden sich gewOhnlich nur wenige dieser Zer- 
setzungsprodukte; wiihrend des Keimens erfolgt aber — wegen 
Kinwirkung besonderer proteolytischer Fermente — eine Spal- 
tung der Albuminstoffe des Samenkorns, so da sich in den 
jungen Keimlingen reichliche Mengen von Aminosiuren nacli- 
weisen lassen. Namentlich aus den von E. Schulze und seinen 
Schiilern angestellten bahnbrechenden Untersuchungen!) geht 
hervor, dab sich beim Keimen auber einer bedeutenden Menge 
Asparagin und Glutamin folgende Zersetzungsprodukte_ bilden: 
Aminovaleriansiiure, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Tyrosin, 
Tryptophan, a-Pyrrolidincarbonsiiure, Arginin, Lysin, Histidin. 
Einen groben Teil dieser Stoffe miissen wir also im Prebfsait 
der von uns angewandten, ca. 8 Tage alten Keimlinge anzu- 
treffen erwarten: ob sich auferdem — wie z. B. E. Schulze 
zu vermuten geneigt ist —- beim Keimen auch noch Polypeptide 
bilden, lift sich nicht mit Sicherheit sagen; alles in allem 
scheinen indes die beim Keimen gebildeten Zersetzungsprodukte 
in mehreren Beziehungen denjenigen Zersetzungsprodukten iihn- 
lich zu sein, die sich unter der Einwirkung von Trypsin +- Erepsi0 
auf die Albuminstoffe im tierischen Organismus bilden, und da 
man durch Versuche nachgewiesen hat, dab diese Zersetzungs- 





') Eine Ubersicht itiber diese Untersuchungen findet sich in den 
«Landwirtschaftl. Jahrbiichern», Bd. XXXV: E. Schulze, Uber den Ab- 
bau und den Aufbau organischer Stickstoffverbindungen in den Pflanzen. 
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produkte imstande sind, das Stickstoffgleichgewicht im tierischen 
Organismus zu erhalten, lag es nahe, zu versuchen, ob das- 
selbe mit den Zersetzungsprodukten aus der jungen Keimpflanze 
der Fall sei. Wie untenstehende Versuche ergeben, erweist 
es sich, daB dies nicht der Fall ist: die Summe aller Zer- 
setzungsprodukte der jungen Keimpflanzen ist nicht imstande, 
das Stickstoffgleichgewicht im tierischen Organismus herzustellen. 
In den Wurzelknollen findet sich hauptsiichlich Asparagin (Kar- 
toffeln) oder Glutamin (Riiben), auferdem wurden aber auch 
Arginin, Histidin, Lysin, Leucin, Isoleucin und Tyrosin nach- 
cewlesen. 
Experimenteller Teil. 


Bevor wir zur Beschreibung der Versuche mit «Pflanzen- 
amiden» schreiten, die durch Auspressung von Pflanzenteilen 
dargestellt wurden, teilen wir erst zwei Versuche mit Ver- 
fiitterung von Asparagin mit, um zu zeigen, wie dieser Stoff 
sich im Organismus der Ratte verhiilt. 

Versuch I. 
Das Futter war: 20 g Asparagin, 20 g Cellulose, 100 g Fett, 5 g Salze. 
N = 2,54. 








. | “ 
mg N |} mgN— mg N 





| Ge- | g Be. ; Total- | ON 
Be aufge- | im in den | 
| wicht Futter nommen | = ee N | abgesetat 
22/903 | 158 | — — — | = -j;-- 
23, 147 | 90) 229 | 18, — we 
24. | 147 / 82 208 | 238 | — | 
% | 148 | 86 | 218 | 276 | 473 | 3233 | +1053 
26. | 145 | 8&9 226 274 | 47,2 | 3212 | + 952 
27, | 144 1 68 | 17% 216 | 51,0 267.0 | + 94,0 
2. | 187 | 68 173 | 228 | 61,5 | 2895 | +1065 
2, =| 135 | 7,7) 196 | 196 | 463 | 2423 | + 463 
30, 1 133 | 61 1550 222 469 268.9 | 2-113,9 
10. | 133 | 68 173 | 202 | 436 | 2456 | + 72,6 
2 | 130 | 54 | 137 | 160 | 47,7 | 207,7 | + 70,7 
3, | 128 | 6,4 163 , 190 | 47,1 237.1 | + 741 


. | 125 | 50 127 | 160 | 325 | 1925 | + 65,5 
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Versuch I. — Fortsetzung. 

















mg N 


mg N 


| Total- 


| 








Ge- g | mg N N 

. aufge- | im in den | | 

wicht |Futter| men | Urin | Faeces | N abgesetzt 

] | 

5,/10.03 125 7,8 | 18 | 190 33,0 | 223.0 | + 38,0 
6. 123 5 132 160 30,9 190.9 | + 589 
7. | 121 | 54 137 168 | 46,7 | 214,7 | + 77,7 
8. | 120 , 4,8 122 168 45,0 213,0 | > 91,0 
9, 120 62 157 «| «134 250 | 1590 | + 20 
10, 120 | 58 | 147 | 166 | 319 | 1979 | + 509 
11. 118 | 50 127 | 156 | 183 | 1743 | -- 473 
12. | 117 | 55 140 | 156 | 234 1794 | = 394 
13. 116 | 6,1 155 «| 162 | 208 | 1828 | + 278 
14. ' 115 | 58 | 147 | 164 | 229 | 1869 | -+ 399 
1b. 1 4115 | 44 112 | 124 | 186 | 1426 | + 30,6 
16. | 114 | 51 130 | 150 | 22.9 | 172,9 | ab 42.9 
. (1B 4,3 109 | 122 | 19,9 | 141,9 | + 329 
18. | 111 9 124 | 158 | 14.6 | 172,6 | + 48,6 
19. | 108 | 3,4 86 110 | 15,8 | 1258 | + 398 
20. | 108 a7 94 114 ! 12,5 | 126,5 | 32,5 
24 | 103 | 33 Bi | 14 | 9 | 1259 | 41.9 
22, | 101 | 34 86 | 118 | 9,7 | 127,7 | + 44,7 
23. | 98 | 34 86 | 106 | 148 | 1208 | + 348 
24. | 98 37 94 | 102 | 7,0 | 109,5 _ 15,5 
25 } 96 | 29 74 | 100 | 63 | 106,3 32.3 
26 | 94 | 3,0 76 «| 100 | = =7,7 | 107,7 31,7 
27. | 93 | 26 66 | 92 | 104 | 1024 | + 361 
28. | 90 28 71! 69k | O74) tot | = 30.1 
29 | g8 26 6 | (88 | 88 | ots | + 258 
3. | s7 | 18 ss | 68h | O78 | OOS 45,5 
31. | 85 | 32 si | 98 | 75 | 958] + 148 
1/11. | 84 | 1,6 41 | 74 | 74 | 814 | + 404 
2 83 34 79 | 92 | 69 | 989} + 199 
3. 83 28 71. | 100 | 81 | 1081 37,1 
4 82 30 7 «| 96 | 70 | 1030 | ~ 270 
5. 78 | 20 1 | 106 | 11,5 | 1155 | + 643 
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Aus diesem Versuche geht hervor, dai das Asparagin 
nicht imstande war, den Abgang von Stickstoff aus dem Or- 
ganismus zu verhindern, ja, der Verlust an Stickstoff ist so 
bedeutend, dai nicht einmal von einer Herabsetzung des Stick- 
stoffabganges durch Asparaginfiitterung die Rede zu sein scheint. 
Dab wirklich keine solche Ersparnis stattfindet, ergibt folgender 
Versuch. 

Versuch II. 


Das Futter war: Vom 15./12. 04 bis 22./12. 04: 180 g Fett, 70 g 
Zucker, 30 g Cellulose, 10 g Salze. Vom 22./12. bis 29./12. war das 
Futter: 20 g Asparagin, 90 g Fett, 15 g Zucker, 15 g Cellulose, 5 g Salze. 
N = 2,60°%/o. Vom 29.12. 04 bis 5./1.05 war das Futter dasselbe wie 
wihrend der Periode I. 























Ge- | g | ™ N Ing No mM N | Total | N | 
> aufge- im (inden | 
_wicht Futter viiainseial Chui, Viiiinal N | abgesetzt | 
i i i i i 
1512.04] 220 | — | - | — | — | — — | 
16. () — | — | eepHe Pe] — | 
17. 196 | 60} — | 19} — | — | _— 
1s | 19 | 60 | — | 98 | 14,4 | 1124 | -- 112,4 I 
19, | 192 | 6,0 | — | 124 | 12,2 | 133,2 | + 133.2 | 
20), | 189 | 60} — | 88 | 17,7 | 100,7 | ~ 100,7 | 
| | 9 ae | 66 | 139 | 799] + 79,9 | 
2» | 187 | 60 | 1560 | 201 | 111 | 2121 > 56,1 | 
23 188: | 60 156.0 | 220 | 109 | 230.9) -> 749 
24 | 183 | 6,0 | 156.0 | 207 | 14,7 | 221,7 | + 65,7 Ls 
F i ee ; P oe nag | Periode 
2) 181 6,0 | 156,0 211 | 21,8 | 2328 | + 76,8 on 
6 182 | 60 | 1560 | 211 | 10,0 | 221,0 + 65,0 | 
27 180 | 60 | 1560 | 190 | 37,9 |2279 + 719 | 
28 178 | 60 | 1560 | 207 | 112 2182) + 622 | 
D 176 | 60 | — | 67 | 156 | 826) + 826) 
30 173 | 60) — | 50 | 144 | 644 + 644 | 
173 | 60 | — 45 | 11,7 | 56,7) + 567)|) | 
1/1.05/ 173 | 60} — | 46 | 111 | 561 | + 561 |) oO 
2 | 173] 56) — | 55 | 88] o38/+ 8) 
3 167 | 60 | — | 42 | 236! 656) =~ 65,6 | 
169 | 60! — | 39] 90 480! = 480) 
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In diesem Versuche wurde wiihrend der Periode I ein 
Futter gegeben, das keinen Stickstoff enthielt. Am letzten Tage 
dieser Periode betrug der Stickstoffverlust 79,9 mg N. Wahrend 
der Periode Il, wo die Nahrung Asparagin enthielt, sank der 
Stickstoffverlust bis auf 67,5 mg (Durchschnitt der Zahlen vom 
22./12. bis 28./12.). Wihrend der Periode III war das Futter 
wieder stickstofffrei und hier war der durchschnittliche Stick- 
stoffabgang (wenn die Zahl fiir den 29./12. nicht mitgerechnet 
wird) = 59,0 mg. Aus diesem Versuch geht also hervor, dab 
der Asparaginzusatz keine Ersparnis des Stickstoffverlustes er- 
geben hat, indem dieser wiihrend der Periode III geringer ist 


als wiihrend der Periode II. Das Asparagin scheint mithin fiir 


den Stickstoffumsatz zuniichst ohne irgendwelche Bedeutung 


gewesen zu sein. 
Versuch III. 
Das Futter war: 49 g trockener Extrakt aus Malzkeimen, 30 g Fett, 








30 g Cellulose und ca. 25 g Wasser. N = 1,67 °%o. 
: mg N mgN > mg N 
(ie- ” _—— ities Total- N 
; im | im in den 
wicht | Futter N | abgesetzt 


Futter | Harn |) Faeces | 





10./11.04 158 = = _ on ome = 
11. Lit 0 -— | _ a ae 

12. 144 7 117 166 — ;}/—| — 

13. 140) 7 117 142 71.6 | 2136 | + 966 
14. 134 7 1 117 | 166 | 47,7 | 213,7 | + 96,7 
15. 130 7 117 | 182 | 61,0 | 243.0 | + 1260 
16. Bo «10 167-188 90,4 | 2784 | + 1114 
17. 130 10 167 | 167 | 87,6 | 2546 | + 87.6 
18. 131 10 167 | 147 | 98,5 | 245,5 | + 78,5 
19. 129 10 | 167 130 | 1040 | 2340 | + 67,0 
20. 131 10 167 | 132 77,5 | 209,5 | + 42.5 
21. 28 10 167 | 135 | 1042 | 2392 | + 722 
22. 123 | 10 167 | 122 | 1111 | 2331 | + 66,1 
23. 119 10-167 133 | 103,9 | 2369 | + 69.9 
24. 118 10 167. | 180 | 1212 | 2512 + 842 


25. 119 | 10 167 | 125 86,2 | 211,2 | + 442 
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Die in diesem Versuche angewandte «Amidsubstanz» war 
aus gedodrrten Malzkeimen dargestellt worden, die mehrmals 
mit sledendem Wasser ausgezogen wurden. Der gewonnene 
Auszug wurde eingedampft, wodurch eine stark hygroskopische 
Masse entstand, die sich erst nach Zusatz von Cellulose trocknen 
und darauf pulverisieren lieb. Aus den Versuchszahlen geht 
deutlich hervor, dafi der angewandte stickstoffhaltige Stoff nicht 
vermochte, den Organismus in N-Gleichgewicht zu bringen — 
der tiigliche Stickstoffverlust ist im Gegenteil so grof, dab nicht 
eiumal von einer nennenswerten ersparenden Wirkung der 
Amide» auf den Stickstoffumsatz die Rede sein kann, trotz- 
dem die zugefiihrte Menge Stickstoff im Verhiiltnis zur Grobe 
des Tieres als reichlich bezeichnet werden mub. 

Die niichsten drei Versuche wurden mit ca. & Tage alten 
eliolierten Keimlingen der Vicia Faba angestellt. Die Keim- 
linge wurden in einer Fleischzerkleinerungsmaschine zerlegt 
und darauf geprebt: der Prebkuchen wurde mit siedendem 
Wasser ausgezogen; der Saft -+- Wasser wurde bis zum Sieden 
erhitzt und man setzte behutsam Essigsiiure zu; darauf wurde 
liltriert und das Filtrat wurde im Vakuum eingedampft. 

Versuch IV. 
Futter: Extrakt aus Keimlingen der Vicia Faba = 20 ¢, Fett = 60 g, 
Cellulose = 12 ¢, Salze = 3g, N = 2,135°/. 











Ge- | g | MEN |meN| meN | dota. N 
= | aufge- im | in den | 
| wicht | Futter | : a a | N _abgesetzt 
| 'nommen! Urin | Faeces | — 
| | | | 
14/3.06| 177 | — oa ~ ne : 7 
5 159 (0 - 100 a i, 4°. ae 
lf 154 6 128,1 149 — ma 
17 154 6 128.1 220 _ -— — 
Is | 157 | 6 1281 110 — — os 
19 155 6 128.1 160 31,0 191,0 ~ 62,9 
20) 14 6 128.1 | 160 32,7 192.7 | -> 64.6 
2 | 152 | 6 1281 157 278 | 184,8 + 56,7 
22 | 153 | 6 1281 | 147 342 | 1812 — 531 


23 151 | 56 119.6 142 35,8 | 1778 > 58,2 
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Dieser Versuch ist von ganz kurzer Dauer, da das Tier 
zu fressen aufhdrte, ein Umstand, der nicht so gar selten ein- 
tritt und der bewirkt, daB eine nicht geringe Anzahl der Ver- 
suche kassiert werden mu. Indes zeigt der Versuch doch einen 
deutlichen Stickstoffabgang trotz Zufuhr reichlichen Stickstoffs. 


Versuch V. 
Das Futter war vom 27./3.06 bis 5./4.06: Extrakt aus Keimlingen 














der Vicia Faba = 20 g, Cellulose = 12 g, Fett = 60g, Salze = 3 g, 
N = 2,175°%/o. Vom 5./4.06 war das Futter: Zucker = 20 g, Cellulose 
= 12g, Fett = 60g, Salze = 3g. 
onc cence ms ra aiaienamennmaia ea SP ESRASSCICTRASENn 
| Ge- | mg N | mg N mg N | Total- | N | 
aufge- | im jin den 
wicht |Futter | ommen| Urin Faeces | abgesetzt | 
} | 
27./3.06 210 | — — | il 7” | 
28. 191 | 0 — | m2}; — {| — — | 
29, 188 | 7 1523 | 2188, — | — | = | 
30. 187 | 7 | 152,38 | 187 | 49,2 | 2362; — . 
| Periode 
31. 183 | 7 152,3 | 150 | 35,9 | 1859) + 33,6 | 
| 
1/4. 184 | 7 152,83 | 173 | 26,5 | 1995) + 47,2 | 
2. 183 | 7 152,3 | 165 | 46,0 | 2110) + 58,7 | 
3. 1 | 7 | 162,38 | 197 | 35,7 | 232,7| + 80,4 
4. 182 | 7 1523 | 170 | 40,4 | 210,4| + 58,1 
5, 183 | 7 0 | 101 | 318 | 132.8) + 1328 
6. | 183 | 6 0 | 56 | 20,7) 76,7) = 76,7 | 
7. 1 178 | 7 o | 73 | 190! 920; > 920. 
ors ae PS ne _ . | Periode 
8. 174 6 O | 53 | 12,1 | 65,1 | —= 65,1 | , 
Q. 172 5,7 0 | 36 | 12,3 | 483) > 483 | 
10. 171 | 61 0 | 42 | 17,2 | 59,2) + 59,2, 
11. 167 | 5,7 O | 59 | 122] 712) + 71,2 | 


| 








Aus diesem Versuche geht ebenfalls hervor, da dic in 
Pflanzenkeimen befindlichen stickstoffhaltigen Stoffe, die keine 
Albuminstoffe sind, nicht das Vermégen besitzen, das Stick- 
stoffgleichgewicht im Organismus herzustellen, indem vom 31. 3. 
bis 5. 4. durchschnittlich ein tiglicher Verlust von 55,6 mg N 


stattfindet. 


Indes zeigt der Versuch, da’ zweifelsohne 


{ wh 
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einige Ersparnis am Stickstoffumsatz anzutreffen ist: wiahrend 
des oben genannten Zeitraums, wo das Tier tiglich 152,3 mg N 
im Futter erhielt, war der Stickstoffverlust, wie gesagt, 55,6 mg 
tiglich. Wiahrend der folgenden Periode, wo die Nahrung keinen 
Stickstoff enthielt, stieg der tagliche Stickstoffverlust (wenn 
man die Zahl fiir den 5.4. aufer Betracht laBt) bis auf 68,8. 
Da nun der Stickstoffverlust in allen unseren Versuchen bei 
sleichartiger Fiitterung ein fortwihrendes Sinken darbietet, 
je nachdem der Versuch fortschreitet, sind die hier gefundenen 
Verhiltnisse gewif als eine albuminstoffersparende Wirkung 
der «Amidsubstanz» der Pflanzenkeime zu erkliiren; von einer 
starken Wirkung kann hier aber keine Rede sein. 


Versuch VI. 

Das Futter war: Vom 23./2. 06 bis 7./3. 06: Trockener Wasserextrakt 
aus Keimlingen der Vicia Faba = 19,8 g, Fett = 50 g, Cellulose = 4g, 
Salze = 2 g, N = 2,09°%0. Vom 7./3. 06 bis 8./3. 06 war das Futter: 
Witte-Pepton = 10g, Zucker = 10 g, Cellulose = 6 g, Fett = 50 g, 
Salze = 2 g, N = 1,94°/o 

















Ge- g me» ms n | mM n Total- | N 
aufge- im in den | 
| wicht | Futter nommen | Urin | Faeces N | abgesetzt 
93,/2.06;| 187; — | — | — ~ a, aa 
24. (~eiee | - | @el os wets 5 
25, | 157 6 | 1254 | 148 _ aa 
26, | 156 | 6 | 1254 | 216 44,6 | 2606 | + 135.2 
27, | 155 | 6 | 1254 | 168 | Bit | 199, | + 73.7 
28. — 156 | 6 | 1254 | 183 30,5 183.5 | — 581 
1./3. 166 6 | 1254 | 137 — —- | ~ 
2 | 154! 6 | 1254 | 184 | 333 | 2173 | + 919 
3. 48 «6 125.4 | 136 459 1819 | = 565 
q lst 6 1254 | 176 | 344 | 2104 | + 850 
5. 1448 6 1254 | 158 | 348 1928 | + 674 
146 6 1254 | 168 366 | 2046 + 792 
146 6 116.4 70 | 225 | 925 | + 239 


{ 


49 6 | 116% | 8 | 191 | 991 | +178 
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Auch in diesem Versuche ist der tigliche Verlust an 
Stickstoff bei Fiitterung mit «Amidsubstanz» sehr betrachtlich. 
An den beiden letzten Tagen des Versuches, am 7. 3. und 8. 3., 
wurde die «Amidsubstanz» der Nahrung gegen Wittepepton 
umgetauscht, was eine schlagende Wirkung hervorbringt. Trotz- 
dem die Stickstoffmenge des Futters von 125,4 mg auf 116,4 mg 
sinkt, bewirkt der Umtausch dennoch, dafi der Stickstoffum- 
satz eine Anderung von + 79,2 in -+- 23,9, bezw. -- 17,3 er- 
fihrt, d. h. statt eines bedeutenden Stickstoffverlustes tritt jetz 
eine erhebliche Stickstoffablagerung ein. 


Versuch VII. 


Das Futter war: Vom 28./4. 06 bis 3./5. 06: Fett = 50 g, Cellulose 




















12 ¢, Zucker —= 30 g, Salze == 3 g. Vom 3./5. 06 bis 13./5. 06 war 
das Futter: Extrakt aus Keimlingen von Phaseolus vulgaris — 30 g, 
Cellulose 12 g, Fett = 50 g, Salze = 3 g, N = 2,28%o. Vom 13,/5 
bis 20/5. war das Futter wie wihrend der Periode I. 

in. P mg N mgN mgN Total-| N 
aufge- im in den 


wicht Futter ta ; Ns abgesetzt 
nommen Urin Faeces B 





28./4.06 161 d _ 43 9,9 | 52,9 |) -> 52,9 | 
29. 164 5 - 37/103 | 47,3) + 47,3 | poiode 
30. 160 5 — 37 ne 44,7 | —+- 44,7 | 
1/5. | 158 5 — | 38 | 123 | 453! + 463) 

2. 161 5 a 27 | 82 | 35,2 | 35,2 | 

8. 156 ) 114,0 112 36,4 ! 1484 | -> 34,4 | 

4. 1d 5 114,0 115 40,3 | 155.3 - 41,3 | 

b. 156 | 5 | 1140 | 108 | 21,4 | 1294 | + 15,4 | 

6. | 154) 5 | 1140 | 107 | 502 | 1572] + 43,2 | 

7. | 151 | 5 | 1140 | 120 | 44,3 |164,3 | + 50,3 | Period 
8 =| 149 | 5 | 1140 140 36,0 |176,0 + 620, I 
9 | 148 | 5 | 1140 | 112 | 85,2 |147,2 | + 33,2 | 

10. | 148 5 1140 |) 130 | 36,6 11666 | + 52,6 — 

1. | 147) 5 | 1140 | 88 | 401 [1281 | - 14,1 | 


12, 45 5) N40 108) 87,8 145.8 > B18 | 
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Uber die Bedeutung der sogenannten «Pflanzenamide» usw. 183 

















Versuch VII. — Fortsetzung. 
Fn _____________ _—_—_——_——————— —_—____] 
. | mg N | mg N mn ' 
_ Ge- p | mi N _mg N lotal- | N 
; aufge- | im jin den | 
wicht Futter om abgesetzt | 
nommen, Urin Faeces | 
13. | 145 | 5 — | Wi see | Ot = ome 
14. | 143| 5 | — | 389 | 88-| 47,8 | — 47,8 | 
| | > - a ae F 
1d. | 143) 5 | — | 80 11.5 | 41,0 | + 41,5 
| ~~ | — | _,., | Periode 
16. | 143 5 | - | 8 | 108 | HS) + 48) m1 
(7. 39 | 5 | — | 86 | 102 | 462] + 46,2 
j | | 
8. 39 | 5 | — | 235 | 96 | 346 | 34,6 | 
| | | | 
(9, 138 | 48} — 34/103 | 443 | + 44,3 


In diesem Versuche kam der Auszug aus ca. 8 Tage alten 
eliolierten Keimlingen der Zwergbohne (Phaseolus vulgaris) 
zur Anwendung. Auch dieser Versuch zeigt das Unvermégen 
der «Amidsubstanzen», das Stickstoffgleichgewicht im Korper 
herzustellen: anderseits legen die Zahlen ftir den Stickstoff- 
verlust aber dar, dali diese Stoffe albuminersparend wirken 
kjnnen, wenn auch nicht in hohem Mave. Wihrend der Periode I, 
wo das Futter stickstofffrei ist, betriigt die Stickstoffabgabe 
durchschnittlich 45,8 mg pro Tag. Wiihrend der Periode II, 
wo das Futter 114 mg N («Amidsubstanzen») enthalt, ist diese 
Abgabe bis auf 37,8 gesunken, um wiihrend der Periode III 
‘die Zahl fiir den 13.5. nicht mitgerechnet), wo das Futter 
wieder stickstofffrei ist, abermals bis auf 43,2 zu steigen. 


Versuch VIII. 


Das Futter war vom 30./12.04 bis 8./1.05: Fett — 18 g, Zucker 


7 g, Cellulose = 3 g, Salze = 1g. Vom 8/1. bis 15./1. war das 
rulter: «Amidsubstanzen» aus Kartoffeln = 83 g, Fett = 100 g, Cellulose 
[7 g, NaCl = 3g, N 2,64 Jo. 
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a ‘ mg N mg N mg N Total- | N 
. aufge- im in den 
wicht | Futter nommen | Urin | Faeces N | abgesetz! 
| 
2912.04 181 — ae oe a ar 
30. 168 BS) a | 173 _— — | — 
31. 161 5 — | 206 : “ 
1.1.05 155 d — 114 30,5 144.5 | — 1445 
2. 148 D — — 157 26,1 183,1 = 18311 
3. 44 | - | 192 | 168 | 2088 | + 208.8 
4. 141 dD — 1dd 15,1 170,1 | — 170,1 
5 136 | 6 — | @ ? ) 2 
6 135 | 6 = L7 25,7 97 +> 9 
7 134 6 3 14,2 57,2 07,2 
‘a 137 6 1584 | 144 32.9 | 1769 |= 185 
9. 140) 59 155,8 156 | 33,5 189,56 | — 33,7 
10. Lit 5,9 155.8 172 224 1944 | > 386 
11. 134 | 48 1267 | 192 | 480 | 2400 | + 1133 
12 137 | 59 | 1558 | 160 59,6 | 2196 |+ 638 
13. 132 | 58 1581 | 180 45,8 | 225.8 | > 72,7 
Lf. 133.46 214 12 43.1 | 1951 | + 73,7 
15. 126 38 100,3 143 23.8 | 1668 > 665 


In diesem Versuche wurden « Amidsubstanzen» aus Futter- 
riiben angewandt. Wir stellten nicht so gar wenige Versuche 
mit diesen, aus Wurzelfriichten dargestellten Stoffen an, meistens 
gelang deren Durchfiihrung aber nicht, weil die Tiere oft Ver- 
dauungsst6rungen bekamen und bald zu fressen aufhorten. 
Einige Male versuchten wir, die Kalisalze aus der «Amidsu!- 
stanz» zu entfernen, indem wir davon ausgingen, daf} diese Salze 
moglicherweise die unangenehmen Wirkungen hervorrufen konn- 
ten, auch dieses Verfahren gab aber kein gutes Resultat. Au 
dem Versuche geht iibrigens hervor, da’ der Stickstoffabgang 
trotz der reichlichen Stickstoffmenge des Futters sehr betrach! 


4 


lich ist. 





Cellulose = 3 g, Leimpepton 
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Das Futter 


Versuch IX. 


war vom 9./1.07 bis 16.,1.07: Amidsubstanzen aus 
Riiben -++ Cellulose = 75 g, Leimpepton = 12 g, Fett = 50 g, N = 1,82°% 0. 
Vom 16./1. bis 22./1. war das Futter: Amidsubstanzen -}- Cellulose = 72 g, 


12 g, Fett = 90 g; CaCO, = Y g, N — 1,76 %o. 








| 


mg N mg N | mg N Total- 





| Ge- g | | N 

| aufge- im | in den ; 

—— | eed eee | Faeces N abgesetzt 

: i 0 
9/1. 07 | 132 | — — Sa - _ 
10. | 1145 | 0 82 — aon 
11. | 116 t,6 83,7 88 — oe 
12. | 113 ) 91,0 106 — — 
13. | 113 | 5 91,0 93 15,1 | 1081 | + 17,1 
14, | Bei 8 91,0 96 28,0 1240 | + 33,0 
15. | 111 | 5 91,0 83 «18,9 = 101.9 | > 10,9 
16 | 110 | 5 88,0 123 18,9 141.9 — 53,9 
17 — 107 5 88,0 111 25,2 136.2 — 48,2 
Is | 108 5 88,0 98 19,5 117.5 = 29.5 
19 | 110 | 7 | 1932 | 124 | 197 | 1407 | +175 
20) | 108 5 88,0 | 100 25,0 125.0 — 37.0 
21. | 105 3,7 65,1 84 18,7 102,7 — 37,6 


Versuch X., 


Das Futter war: Vom 7./1. 07 bis 15./1.07: Amudsubstanzen aus 
Nuben + Cellulose = 75 g, Leimpepton = 12 g, Fett = 50 g, N = 1,82°/o, 
yom 15./1. 07 bis 24./1. 07 war das Futter: Amidsubstanzen + Cellulose 
: 3 g, Leimpepton = 12 g, Fett = 50 g, CaCO, = 2g, 


= 1,76°%o. 


‘2 g, Cellulose 
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Ge- g mg N mg N mg N Total- N 
aufge- im in den 

wicht | Futter nommen  Urin  Faeces N abgesetzt 
7.1.07 | 967 | + = ai - - 
8. + = 0) - 135 mai _ _ 
Y. 20 = 10 182 184. ‘le a or 
10. 249 10 182 229 | 350 264 + 82.0) 
11. 253 10 182 213 32,7 245,7 * 63,7 
12. 252 9 163.8 176 36.8 212.8 = 490) 
iS. 248 10 182 250 | 37.0 272.0 —- 900 
14. 24710 182 175 57,2 2322 502 
Lb. 215 84 LATS 186 37,0 | 2230 | + 752 
16. 243 10 176 192 65,0 257,0 ~ 81.0 
17. 238 10) 176 203 71.6 274,6 — 98,6 
1. 237 10) 176 Cie ? ? ? 
19. 260 113 «1989 201 | 465 2475 | + 486 
20. 238 9.6 169 178 41,7 219,7 —- 90,7 
21. 236 10,7 188.3 180 50.3 230,3 ~ 420) 
22. 235 RD 149.6 173 63,9 236.9 — $73 
93. 933 Qh 167.2 176 25.9 201.9 — 347 
24. 233 &.0 140.8 153 38.0 191.0 — 50.2 


Diese beiden Versuche wurden angestellt, um zu unter- 
suchen, ob es moglich sei, das Stickstoffgleichgewicht herzu- 
stellen, wenn man auber den aus Futterriiben dargestellten 
«Amiden» zugleich auch Leimpeptone verfiitterte. Da die Ex- 
kremente an den ersten Tagen ziemlich diinn waren, anderten 
wir die Zusammensetzung des Futters ein wenig, u. a. durch 
Zusatz von mehr Cellulose und von ein wenig CaCO,, woraui 
die Kxkremente wieder normal wurden. Das Ergebnis der Ver- 
suche ist, dali bei weitem kein Stickstoffgleichgewicht zustande- 
gebracht wurde. Besonders im Versuch X ist die tiigliche Stick- 
stoffabgabe bedeutend. 

Das Resultat der von uns an Ratten angestellten Fiiite- 
rungsversuche ist in Kiirze folgendes: 

1. Asparagin als einzige stickstoffhaltige Substanz (er 
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Nahrung ist nicht imstande, einen fortwéhrenden Verlust an 
Stickstolf zu verhiiten. 

2. Asparagin, als Zuschub zu einem stickstofffreien Futter 
segeben, Ist ebenfalls nicht imstande, eine Ersparnis an dem 
fortwahrend geschehenden Stickstoffverlust hervorzubringen. 

3. «Amidsubstanzen», die aus ca. 8 Tage alten etiolierten 
Keimlingen (Vicia Faba, Malzkeimen, Phaseolus vulgaris) ge- 
wonnen werden, vermogen die Eiweilistoffe der Nahrung nicht 
zu ersetzen, konnen aber eine — wenn auch nur geringe 
Krsparnis am tiglichen Stickstoffverbrauch bewirken. 

4. «Amide», die aus Kartoffeln dargestellt werden, scheinen 
keine Bedeutung als eiweibersparende Stoffe zu besitzen. 

). Amide aus Riiben im Verein mit Leimpeptonen sind 
nicht imstande, den Stickstoffverlust des Organismus zu decken. 

Wie oben bemerkt, gilt das hier Gesagte von einem 
allesfressenden Tiere wie der Ratte, wiahrend die Sache sich 
fiir pflanzenfressende, besonders fiir wiederkauende Tiere, wie 
erwahnt, ganz anders stellt. 








Uber die chemische Natur des spezifischen Farbstoffs des Harns. 


Von 


St. Dombrowski. 
(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften in Krakau.) 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow [Lemberg].) 


Der Redaktion zugegangen am 3, Dezember 1907.) 


A. Historisches. 

Von den Eigenschaften des Harns fallt zunéchst seine 
eigentiimliche Farbe auf. Die Harnfarbe ist Gegenstand zahl- 
reicher Untersuchungen gewesen: wenn trotzdem iiber die Ur- 
sache derselben noch Zweifel herrschen, liegt das darin, dab 
die Untersuchung des gelben Harnfarbstoffs wohl eine der 
schwierigsten Aufgaben der biologisch-chemischen Forschung 
bildet. In der Tat haben die bisherigen Untersuchungen zu 
sehr divergenten, meistens gerade kontroversen Resultaten ge- 
fiihrt. So wurde beinahe jeder im Harn gefundene Ko6rper, 
dessen chemische Natur zur Zeit unbekannt war, fiir Harnfarb- 
stoff oder fiir sein Zersetzungsprodukt gehalten. 

Bereits im Jahre 1798 haben Fourcroy und Vauquelin') 
versucht, die Ursache der Harnfarbe aufzukliren. Sie ver- 
muteten, daf der Harnstoff daran schuldig wire. Die Annahme 
ist von Berzelius widerlegt worden. 

Kin Jahr spéater 1799 hatte der namhafte franzésische 
Chemiker Louis Proust seine ersten Untersuchungen tiber den 
Harnfarbstoff in spanischer Sprache ver6ffentlicht. ?) 


‘') Fourcroy et Vauquelin, «Mémoire pour servir a [histoire 
naturelle chimique et médicale de l’urine humaine, contenant quelques 
faits nouveaux sur son analyse et sur son altération spontanée», Annales 
d. Ch., Bd. XXXI, 8. 68. } 

?) L. Proust, «Expériences sur l'urine», Traduites de l’espagno! 
des Annales de Historia natural, Annales d. Ch., Bd. XXXVI, auch Annales 
de Chimie et Physique, Bd. XIV, S. 257 (1826). 
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Proust behauptete, im normalen Harn wiiren zwei Farb- 
stolfe enthalten, deren einer (substance rosacée) die Niederschliige 
yon Harnsiiure respektive von harnsauren Salzen, welche damals 
«sediment briqueté» oder «tartre incarnat» genannt wurden, 
mitzureiBen pflegen. Der andere Farbstoff wire das dunkle 
Harz «substance fauve et résineuse», welches er dureh die 
Wirkung von Schwefel- oder Salzsiiure auf konzentrierten und 
vom groBeren Teil der Mineralsalze durch Auskrystallisieren 
befreiten Harn erhielt. Beim Erhitzen eines solchen Harnsirups 
mit Mineralsiiuren wurde sofort ein dickes, dunkles Ol ausge- 
schieden, welches bald zu einem schwarzen Pech sich umwan- 
delte. Dieses Urinharz («résine urinaire»), welches in Wasser 
unloslich, in Alkohol sowie in Alkalien leicht l6slich war, wire 
nach Proust die Ursache des Geruchs sowie der Farbe des 
Harns. 

Neben dem Harz fiel beim Kochen des Harns mit Mineral- 
siiuren ein schwarzes, eigentiimliches Pulver aus, welches vom 
Urinharz durchaus verschieden war. Proust nannte es «sub- 
stance noire particuli¢re» ; dasselbe war weder in Wasser noch 
in Alkohol léslich, loste sich dagegen sehr leicht in Alkalien 
und wurde aus solchen Losungen durch Siéiuren in schwarzen 
Mlocken ausgefiallt, welche nach dem Trocknen dem gepulverten 
Asphalt éhnlich waren. Proust hatte den schwarzen Korper 
selir genau beschrieben, mit der Beziehung desselben zu anderen 
bestandteilen des Tierkérpers sich jedoch nicht befabt. 

Die von Proust erhaltenen Resultate wurden von Ber- 
zelius geprift und bestiitigt. Die Harnfarbe riihrt nach Ber- 
zelius von «Extraktivstoffen» her. Unter den Extraktivstoffen 
‘and er solche, welche in absolutem Alkohol loslich waren und 
mit Metallsalzen Niederschlaige gaben und daher von ihm «halo- 
phile»> genannt wurden, und andere, welche nur in verdiinntem 
Alkohol (0,833) sich listen. Alle Extraktivstoffe sind in Wasser 
loslich. Die in Wasser nnloslichen farbigen Verbindungen, welche 
durch Kochen des Harns mit Mineralsiuren erhalten wurden, 
und zwar sowohl das Harnharz wie das schwarze Pulver («sub- 
stance noire particuli¢re») sind als solche 1m Harn nicht ent- 
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halten, sondern entstehen aus den Extraktivstoffen infolge der 
Zersetzung derselben.?) 

Lehmann hatte behufs Isolierung des Farbstoffs den 
Harn durch Ausfrieren von einem Teil seiner Salze_ befreit, 
dann durch Eindampfen im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz 
konzentriert, darauf mit Alkohol sowie mit Ather ausgezogen. 
«Der fiirbende Extraktivstoff» sollte nach diesem Autor unter 
anderen Zersetzungsprodukten Harnstoff liefern. *) 

Scharling konzentrierte den Harn durch Ausfrierenlassen, 
zog ibn mit Ather aus und hielt fiir spezifischen Harnfarbstoff 
eine in Wasser unlosliche Substanz, welche aus dem Ather- 
auszug nach dem Verdunsten desselben und Auswaschen des 
Riickstandes mit Wasser gewonnen wurde; nach dem Erwiirmen 
der Substanz mit Kalilauge isolierte er den vermeintlichen Harn- 
farbstoff in grauen Floecken dureh Fiillen mit Schwefelsiure 
und reinigte denselben schlieSlich durch Aufnahme mit Ather. 
Den erhaltenen Korper nannte Scharling «Omichmyloxid: 
(<ouxua» == Harn). Das Omichmyloxid gab beim Zerlegeu mil 
Mineralsiuren Benzoesiiure, woraus zu schliefen ist, dah es 
zum grobten Teil aus Hippursiiure bestand, welche damals noch 
unbekannt war. Das Chlorieren sowie Nitrieren des Omich- 
myls ergab auch Substitutionsprodukte der Benzoesiure. *) 

lm Jahre 1844 hatte Liebig die vergessen gewesene 
Beobachtung von Proust zum Gegenstand einer Untersuchung 
gemacht. Er erhielt das schwarze Harnharz («résine urinaire 
Dasselbe entsteht nach ihm neben Essigséure durch Zerfall 
des Harnfarbstoffs infolge der Wirkung des Sauerstoffs der Lull. 
Liebig unterschiitzte die Beobachtung von Proust, als er ihm 
wohl mit Unrecht vorwarf, dafi seine Verbindung nur aus einem 
Harn erhialtlich wire, welcher der Fiaulnis unterlag. *) 

Marcet dampfte den Harn zur Trockne ein, zog den 
Riickstand mit Alkohol aus, fiillte aus der alkoholischen Losung 
den Harnstoff mit Ather, dunstete schlieBlich das alkohol-iithe- 


') Berzelius, Lehrbuch d. Chemie, 4. Auflage (1840), Bd. IX, $. 599. 
*) Journ. f. prakt. Ch., Bd. XXV, S. 1. 

3) Ann, d. Ch. u. Ph., Bd. XLID, S. 265 (1842). 

‘) Ann. d. Ch. u. Ph., Bd. L, S. 168 u. 172 (1844). 
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rische Filtrat ein und sah den Harnfarbstoff in dem rdétlich 
gefiirbten harzigen Riickstand von saurer Reaktion, welcher 
dabei zurtickblieb. !) 

Scherer war der erste, welcher die Methode der Ge- 
winnung der Extraktivstoffe von Berzelius ungeniigend fand, 
versuchte etwaige unbekannte Kérper aus dem Harn mit Blei- 
essig auszufiillen und die Bleiniederschliige mit Mineralsiure 
zu behandeln. Er betrachtete entgegen der Definition von Ber- 
zelius als Extraktivstoffe diejenigen Kérper, welche beim Zer- 
setzen eine braune Humussubstanz liefern, sie wiiren in Wasser 
nicht leicht, dagegen in Alkohol und verdiinnten Alkalien leicht 
lOslich. ?) 

Harley extrahierte einen vorher konzentrierten Harn mit 
Alkohol, fiillte den alkoholischen Auszug mit Kalkwasser und 
zoe den entstandenen Niederschlag mit salzsiiturehaltigem Alkohol 
aus: nach dem Verdunsten des Alkohols erhielt er den ver- 
meintlichen Harnfarbstoff in der Form eines amorphen Ruck- 
standes von rotbrauner Farbe und harziger Beschaffenheit, welcher 
in Wasser nicht, dagegen in Alkohol, Ather, sowie in Alkalien 
leicht l6slich war und beim Verbrennen eine zum= groferen 
Teil aus Eisenoxyd bestehende Asche hinterlief. Er nannte den 
Harnfarbstoff auch Urohimatin und leitete ihn von Blutfarb- 
stolf ab.) 

Tichborne griindete die Methode der Darstellung von 
Harnfarbstoff auf die Beobachtung von M. de Luna, welcher 
zur Entfiirbung der Loésungen von Harnfarbstolf einer ammo- 
tiakalischen Lésung von Kupfernitrat sich bediente. Tich- 
borne versetzte nimlich mit einer solchen KupferlOsung einen 
normalen, bis zu dem spezifischen Gewicht von 1,165 konzen- 
trierten Harn direkt. Nach dem Neutralisieren dieser Fliissigkeit 
mit verdiinnter Schwefelsiiure fiel aus derselben sofort ein 
Kupferniederschlag, welcher die ganze Menge von Harnfarbstoff, 
sowie auberdem noch etwas Harnstoff sowie Eiweil enthielt. 

‘) Biblioth. Univ. de Genéve, J. 1852, S. 144, zit. nach Schunck 
und Thudichum. | 


*) Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. LVII, S. 180 (1857). 
‘) Journ. f. prakt. Chem., Bd. XIV, S. 164. 








192 St. Dombrowski, 


Der aus dem Kupferniederschlag nach dem Zerlegen desselben 
mit Schwefelsiiure in L6sung tibergegangene Farbstoff wurde 
schlieflich mittels Extraktion mit Alkohol-Ather vom Harnstoff. 
von einem roten Farbstoff und von sonstigen Beimengungen 
befreit, sowie schheBlich durch Umfallung mit der genannten 
Kupferldsung gereinigt. Der Harnfarbstoff von Tichborne war 
in Wasser sowie im gewOhnlichen Weingeist léslich, unl6slich 
dagegen im absoluten Alkohol sowie in Ather. Vom basischen 
Bleiacetat wurde er aus der Loésung vollstiindig ausgefallt. Er 
enthielt nur selten Eisen. Seltsamerweise angeblich auf Grund 
der Resultate von Elementaranalysen (C = 67,8°/o, H = 4,230, 
N = 8,56°/o, O = 19,41°/0), wirklich jedoch von ondbiailabincn 
Deduktionen geleitet, betrachtete Tichborne den Harnfarbstoff 
als ein Zersetzungsprodukt der Hippursaure. !) 

In der Zeit von 1856—1866 war mit Untersuchung der 
Farbstoffe und der Extraktivstoffe des Harns Edward Schunck?) 
beschiiftigt. Zu Farbstotfen («colouring matters» ) zihlte Schunck 
Kérper, welche teils als solche, teils in Form ihrer Zersetzungs- 
produkte im Harn auftreten, also das Harnindikan, den rosa- 
roten Farbstoff der Harnsiiureniederschlage, sowie auch den 
schwarzen Korper von Proust («peculiar black substance 
welchen er fiir ein Derivat des Indigo hielt, und welche in 
Wasser entweder gar nicht oder nur teilweise léslich sind. Als 
Extraktivstoffe dagegen betrachtete er in Ubereinstimmung mit 
Berzelius die in Wasser loslichen Korper, welche nach thm 
die Farbe des Harns bedingen sollten. Die Extraktivstoffe wurden 
nun Gegenstand einer eingehenden Untersuchung von Schunck. 
Er isolierte dieselben aus dem Harn, welcher vorher mit Blei- 
zucker behandelt wurde, durch Fiillung mit Bleiessig, Zerlegen 
des Bleiniederschlags mit Schwefelsiure, Entfernen der Schwelel- 
siiure aus der Lodsung mit Bleicarbonat, des Bleis aus dem 
Filtrat mit Schwefelwasserstoff, der noch in L6sung enthaltenen 
Salzsiiure durch Ausschiitteln mit Quecksilberoxyd und metalli- 
schem Quecksilber, Ausfillen des in Lésung tibergegangenen 
Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff und Ausziehen des er- 


') Chemic. News, Bd. V (1862), S. 163. 
*) Proceedings of the Royal Society, Bd. XVI, S. 73 u. 126. 
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haltenen Filtrats nach dem Einengen desselben mit Ather und 
dann Alkohol. Es blieb ein in Alkohol und Ather nicht, in Wasser 
dagegen leicht lOslicher Riickstand zuriick, welcher die Ex- 
traktivstoffe in der Form von Kalium- und Calciumverbindungen 
enthielt. Da nach dem Ausfiillen der Basen als Sulfate die 
erhaltenen freien Extraktivstoffe in Alkohol léslich waren, so 
war der genannte Autor der Ansicht, worin er iibrigens mit 
serzelius einig war, daBb der Harn in Alkohol unlésliche Ex- 
traktivstoffe tiberhaupt nicht enthalt.?) 

Nach Schunck waren im Harn niémlich zwei Extraktiv- 
stoffe enthalten. Eine von diesen Verbindungen wiire in Al- 
kohol und Ather léslich («urian»); die andere wiire lislich in 
Alkohol, unléslich dagegen in Ather («urianine>). 

Die Zusammensetzung dieser KOrper ware konstant. Diffe- 
renzen unter den Prozentzahlen wiiren nur die Folgen der 
Zersetzung, welcher diese Verbindungen sehr leicht unterliegen. 
lhre elementare Zusammensetzung wiire die folgende: 


Urian Urianin 
CG 51,23 °/o 46,24 %o 
H 5,38 9] 5,47 %/0 
N 1.26 /o 2,83 9/0 
O 42,134] 45,46 "0. 


lhre geringen Stickstoffgehalte deuten auf ihre hohen Mo- 
lekulargewichte hin. 

Diese zwel Verbindungen verhielten sich nach Sehunck 
auch verschieden beim Erhitzen mit Mineralsiiuren; wiihrend 
‘Urian» nach dem Kochen mit verdiinnter Schwefelsiiure einen 
braunen harzigen, in Alkohol léslichen Niederschlag («Uroretin> ) 
lieferte, gab das Urianin bei gleicher Behandlung einen flockigen 
schwarzen Niederschlag, welcher nach dem Trocknen zu einem 
schwarzen Pulver wurde (Uromelanin), welches in Alkohol voll- 
kommen unléslich, in verdiinntem Ammoniak dagegen leicht 
loslich war, aus diesen Lésungen durch Mineralsiiuren wieder 
gefallt wurde und folglich an die «Substance noire particuliére » 
erinnerte. 
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Fast gleichzeitig mit E. Sehunck hatte Thudichum!) 
mit der Untersuchung der Harnfarbstolfe sich befabt. Er er- 
hielt den Farbstoff, welehen er Urochrom nannte, aus dem 
Harn auf drei verschiedenen Wegen. 

1. kr extrahierte den Harn nach dem Einengen und An- 
siiuren mit Salzsiiure mit Ather und gewann aus dem Ather- 
auszug nach dem Verdunsten des Athers neben Hippursiiure 
eine harzige Substanz, welehe an den Wiinden der Gefiilse 
haftete. Dieselbe wurde in Wasser geldst, aus der L6ésuny 
mit Bleiessig gefiillt, aus dem Bleiniederschlag bald mit Schwefel- 
siiure, bald mit Schwefelwasserstoff in Freiheit gesetzt, an 
Baryt gebunden und nach der Ausfallung des Baryttiberschusses 
mit Kohlensiure, aus der LOsung mit Queckstlberacetat gefiillt. 
Nach dem Zerlegen des Quecksilberniederschlags mit Schwetfel- 
wasserstol! und Austreiben des letzteren mit Wasserstoff wurde 
der Farbstoff schlieblich in Losung erhalten. 

2. Er entfernte zuerst aus dem Harn mit Kalkmileh oder 
mit essigsaurem Baryum unter Zusatz von Barythydrat die 
Phosphorsiiure, die Schwelelsiiure, sowie einen Teil von Harn- 
siiure, fiillte das Filtrat unter Erwiarmen mit essigsaurem ble 
und Ammoniak und stellte den larbstoff aus dem Bleinieder- 
schlag in ihnlicher Weise dar wie beim Befolgen der ersten 
Methode. 

3. Er behandelte den Harn wie vorher mit Kalkmilch 
oder Barythydrat, fillte den Farbstoff aus dem Filtrat mit einer 
gesiittigten Losung von Quecksilberchlorid und gewann_ ilin 
schlieBlich in alkoholischer Losung nach dem Zerlegen des in Al- 
hohol aufgeschwemmten Quecksilberniederschlags mit Schwete!- 
wasserstoff. Den mit Hilfe dieser Methode erhaltenen Korper 
hielt Thudichum fiir eine einheitliche Verbindung, obwohl er 
denselben einer Elementaranalyse nicht unterwarf. Das Lro- 
ehrom von Thudichum war eine amorphe, leicht in Was=er, 
etwas schwierig in Ather, noch schwieriger in Alkohol loésliche 
Verbindung. Dieselbe zersetzte sich in der Lésung unter Be- 
teiligung des Sauerstoffs der Luft schon bei Zimmertemperatu, 


leicht beim Erwiirmen, gab Niederschliige mit salpetersauren 


') The brit. medic. Journ., Bd. I, S. 509 (1864). 
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und essigsauren Salzen von blei, Silber und Quecksilber, gab 
keine Schwarzung beim Kochen mit Bleisalzen in alkalischer 
Losung und enthielt Schwefel tiberhaupt nicht. Beim Kochen 
mit Mineralsiuren gab Urochrom folgende Zersetzungsprodukte: 

1. Das Uropittin, résine fauve, von Proust. 

2. Eine harzige Siiure «resinous acide» («omicholic acide»). 

3. Das Uromelanin («particular black matter of Proust»). 

Spaiter hat Thudichum die Richtigkeit der Angaben von 
Maly!) bestritten, dali das Urochrom mit Urobilin verwandt 
wire. Die zwei Farbstoffe sind nach ihm sowohl in chemischen 
wie in physikalischen Eigenschaften voneinander durchaus ver- 
schieden. ?) 

Nach den Arbeiten von Sehunek und Thudichum ist 
27 Jahre hindurch keine Untersuchung tiber das Urochrom er- 
schienen. Die Schwierigkeit, solche K6érper wie Harnfarbstoff 
auf chemischem Wege zu erforschen, lief} zu spektroskopischen 
(ntersuchungsmethoden greifen. Da das Urochrom charakte- 
ristische Absorptionshinder im Spektrum nicht gab, wurde tiber- 
haupt an der Existenz desselben gezweifelt und angenommen, 
das Urobilin wiire der einzige im Harn enthaltene spezifische 
selbe Farbstoff. Jedoch bereits im Jahre 1876 hatte Vierordt?) 
an der Hand von spektrophotometrischen Messungen dargelegt, 
dali ein normaler Harn mehr als einen gelben Farbstoff ent- 
hilt. Die Untersuchung von Vierordt wurde auch in der Tat 
im Jahre 1894 von Garrod, welcher es unternahm, die Frage 
des Harnfarbstoffs aufzukliren.4) in Betracht gezogen. 

Der spezifische gelbe Farbstoff des Harns kann Urobilin 
nicht sein. Sehr schwache Lésungen von Urobilin geben ein 
deutliches Absorptionsband am Spektrum von ganz bestimmter 
Lage, welches viel deutlicher ist, als dasselbe Absorptionsband, 
welches am Spektrum eines normalen Harns zu beobachten 
Die Mengen von Urobilin, welche aus einem normalen, wie 


Is 


') Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. CLXII, 8. 90 (1872). 

*) Journ. of the Chemic. Society (New series), Bd. XIII, S. 397 
| 401 (1875). 

*; Die quantitative Spektralanalyse (Tiibingen 1876), S. 78. 


*) Proceedings of the Royal Society, Bd. LV, S. 394. 
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auch diejenigen, welche aus pathologischem Harn erhalten 
wurden, waren viel zu gering, um nach dem Auflésen und ent- 
sprechender Verdiinnung der LOsung eine der Farbe des Harns 
an Intensitiit iihnliche gelbe Farbung zu geben. 

Wenn also weder Urobilin noch Hiimatoporphyrin, welches 
im normalen Harn nur in iiuberst geringer Menge gefunden 
wurde, oder Uroerythrin, die Ursache der Farbe des normalen 
Harns sein kénnen, mu dieselbe nach Garrod von einem 
gelben Farbstoff herriihren, welcher in gréferen Mengen im 
Harn enthalten ist und welcher sogar in konzentrierter LOsung 
Absorptionsbiinder am Spektrum nicht erscheinen [abBt. 

Seine Methode der Untersuchung von Harn in der frag- 
lichen Richtung griindete Garrod auf die unver6ffentlichte Be- 
obachtung von Lewis Jones. L. Jones hatte niéimlich be- 
merkt, dab der gelbe Farbstoff, welcher aus dem Bleiniederschlag 
des Harns in Freiheit gesetzt wurde, in Chloroform unloslich 
war, wihrend Urobilin in diesem Lésungsmittel sich leicht lost. 

In sehr verdiinnten Losungen gibt das Urobilin bekanntlich 
einen Absorplionsstreifen, welcher dicht bei F liegt, wiihrend 
ein normaler Harn eine verschwommene Verdunkelung des 
Spektrums in der Niihe der Linie F liefert, welche von dem 
scharfen Absorptionsband des Urobilins durchaus verschieden 
ist; zudem erscheint dieselbe erst bei der Beobachtung des 
Harns in dickeren Schichten. Ohne die Gegenwart von Spuren 
von Urobilin im Harn zu bestreiten, neigt Jones zu der An- 
nahme, dal} der normale Harn seine Farbe einem gelben Korper 
verdankt, fiir welehen der Name Urochrom behalten werden 
kann. Auch die Farbe des Fieberharns wird nicht durch Urobilin 
bedingt, sondern durch die Gegenwart gréBerer Mengen dieses 
Farbstoffs nur etwas veriindert. Behufs Entfernung des Urobilins 
aus dem Harn siittigte Garrod denselben mit Ammonium- 
sulfat; das Filtrat schiittelte er mit absolutem Alkohol, welcher 
den gelben Farbstoff auszog. Die alkoholische Lésung wurde 
nach der Verdiinnung mit Wasser wiederum mit Ammoniut- 
sulfat gesiittigt. Die iiber der farblosen Salzlisung stehende 
Alkoholschicht wurde nach Zusatz von Ammoniak eingeens! 
und der Riickstand nach Entfernung der in der Lésung nov! 


—" — a 
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enthaltenen Indoxylschwefelsiure noch einmal mit absolutem 
Alkohol ausgezogen. Der alkoholische Auszug war orangerot 
cefirbt. Zur weiteren Reinigung wurde der Farbstoff aus der 
alkoholischen Lisung mit einem Uberschuf} von Ather gefiillt. 
Er wurde auf diese Weise in dunkelgelben amorphen Flocken 
erhalten. Nach dem Filtrieren haftete derselbe stark am Filter 
und pflegte seine urspriingliche Léslichkeit in Alkohol zu ver- 
lieren. In Ather war der Farbstoff vollkommen unlislich und 
war auch frei von Farbstoffen, welche Absorptionsbander am 
Spektrum liefern. Die Lésung des Urochroms von Garrod 
cab eine Fluorescenz mit der ammoniakalischen Chlorzink- 
lisung nicht, lieferte keine Absorptionsbiinder und lief am 
Spektrum nur eine starke Absorption der violetten Strahlen 
beobachten. Seine wiisserigen LOsungen briiunten sich bet 
liingerem Stehen sowie auch beim Erwiirmen. Sie wurden 
auch braun durch Zusatz von Lauge, sowie auch rotbraun 
nach dem Zusatz von Mineralsiuren. Beim Eindampfen mit 
Salzsiure oder Schwefelséure hinterliefen dieselben einen Riick- 
stand, welcher in Chloroform sowie in Alkohol beim Erwirmen 
unter Fiirbung der Losung in sepiaschwarz teilweise l6slich 
war. Der in Wasser, Alkohol und verdiinnten Sauren unlos- 
liche Teil dieses Riickstandes war sehr leicht lOslich in ver- 
diinntem Ammoniak und erinnerte an das Uromelanin§ von 
Thudichum, welches bereits friiher von Proust beobachtet 
worden war. Gegeniiber Salzen der schweren Metalle ver- 
hielt sich der von Garrod untersuchte Farbstoff gleich wie 
das Uroechrom von Thudichum. 

Die Eigenschaften dieser Farbstoffe differierten in der 
Darstellung dieser zwei Autoren darin, daB das Urochrom von 
Garrod in Ather ganz unliéslich war, und daf es bei der Zer- 
~etzung mit Mineralsiuren diherlésliche Spaltungsprodukte («red 
resine» und «<omicholic acid» von Thudichum) nicht gab. 
Der Verlauf der Spaltung des Urochroms von Garrod beim 
Erhitzen mit Mineralsiuren war vielmehr dem Verhalten des 
Urianin von Schunck, welches bei der gleichen Behandlung nur 
Cromelanin lieferte, dhnlich. Elementaranalysen des Farbstoffs 
hul Garrod nicht ausgefiihrt. 
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Alle die oben referierten Arbeiten, von derjenigen von 
Proust an bis zu jenen von Garrod, welche in dem Zeit- 
abschnitt von etwa einem Jahrhundert erschienen sind, geben 
ein Zeugnis von den Schwierigkeiten, welche die Untersuchung 
des Harntarbstoffs bietet. Trotz mtihevoller Untersuchungen 
einer Keihe von hervorragenden Forschern blieb sowohl die 
Natur der Extraktivstotfe wie diejenige des Harnfarbstoffs un- 
aufgeklirt. Das Urochrom wurde in reinem Zustand nicht er- 
halten. Elementaranalysen von vermeintlichem Harnfarbstotf 
wurden nur an Zersetzungsprodukten desselben ausgefitihrt und 
zwar an verschiedenen. Der Name «Extraktivstoffe» und di 
niihere Bezeichnung seines Inhalts von Berzelius, welche auch 
von Schunck angenommen wurde, hatte sich als ungentigend er- 
wiesen. Unter denselben waren sehr verschiedene Korper und zu- 
dem auch solche vonsehr komplizierter Zusammensetzung gemeint. 

Infolze dessen haben auch die frtiheren Forscher oft das 
ignotum per ignotius erklirt. 

Neues Licht auf die Extraktivstoffe wurde erst durch dir 
Entdeckung der Oxvproteinsiiure von Bondzynski und Mitar- 
beiter verbreitet..) Der Ideengang, welcher zu dieser Beobachtunz 
gefiihrt hatte, waraber von dem Ausgangpunkt friiherer Forsche: 
giinzlich verschieden. «Wenn wir» — sind die Worte von bond- 
zynski «von Harnsiiure und von Kreatinin, deren Entstelung 
nicht direkt von der Zersetzung der Eiweibstotle abgeleitet wird, 
sowie von einigen anderen Stickstoffverbindungen, welche teils 
in vereinzelten abnormen Fallen teils im normalen Harn, '¢- 
doch in geringer Menge gefunden wurden, absehen, ist 
Harnstoff gegenwiirtig als der einzige bekannte Ausdruck (es 
Stolfwechsels des Eiweifbes zu betrachten. Man begniigte s)c! 
mit dieser Annahme und doch, es geniigt ein Blick auf cic 
einfache Formel des Harnstoffs, um zu erkennen, daB der .\i- 
stand, welcher den Harnstoff von Eiweibstoffen trennt, so wet! 
ist, dafi der Harnstoff nur das Endresultat eines sehr kompi- 
zierten, uns jedoch unbekannten Prozesses des Abbaues vor 
Eiweils ist. DaB dieser ProzeB eine Reihe von Stadien durvh- 

') Bondzynski und Gottlieb, Zentralblatt f. d. med. Wiss 
J. 1897, Nr. 33. 
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zulaufen hat, und daf} er in einem gewissen Stadium sozusagen 
sich fixieren und beobachten laBt, schien uns unzweifelhatt. 
Von diesem Gedanken geleitet stellten wir Versuche mit Phos- 
phorvergiftung von ‘Tieren an, in der Erwartung, da’ durch 
die Vergiftung mit Phosphor, welche eine so starke Stérung 
des Stoffwechsels zur Folge hat, eben die Prozesse der Spaltung 
und Oxydation, welche das Wesen des Stoffwechsels darstellen, 
vest6rt werden. In der Tat fanden wir im Harn der mit Phos- 
phor vergifteten Tiere eine bisher unbekannte Verbindung, 
welche wir Oxyproteinsiiure nennen, aber noch mehr, wir 
haben uns bald tiberzeugt, dab diese Verbindung auch im nor- 
malen Harn von Menschen und Tieren enthalten ist und dab 
dieselbe nach der Vergiftung der Tiere mit Phosphor nur in 
gesteigerter Menge im Harn ausgeschieden wird». ') 

Das durch die Kntdeckung der Oxyproteinsiiure eréffnete 
Gebiet wurde durch die Untersuchungen von Bondzynski und 
Paunek?) sowie diejenige von Bondzynski, Dombrowski 
und Panek#4) erweitert. Das Resultat aller dieser Forschungen 
war die Entdeckung im Harn von drei stickstoff- und schwefel- 
haltigen Siiuren, welche von einander getrennt und unterschieden 
wurden auf Grund des verschiedenen Verhaltens hauptséchlich 
vegentiber essigsauren Salzen von Blei und Quecksilber sowie 
von Elementaranalysen, niimlich auBer Oxyproteinsiure, Alloxy- 
proteinsiure und Antoxyproteinsaure. 

Bei naherer Untersuchung der Baryum- und Calciumsalze 
von Proteinsiuren, welche aus dem Bleiniederschlag gewonnen 
wurden, habe ich bemerkt, daB bei fraktionierter Fallung der 
Losungen dieser Salze mit Quecksilberacetat in den ersten 
braun gefirbten Fraktionen eine schwefelreichere Verbindung 
eefiillt wurde. Da der Schwefelgehalt der Quecksilber- sowie 
‘cr Silbersalze mit der Intensitét der Fiirbung derselben zu 
steigen sehien, so lag — und zwar ungeachtet dessen, dah 


') Przeglad lekarski (Krakau), 1897. 

*) Rozprawy akademji umiejetnosci (Krakau), 1902, und Ber. der 
itsch. chem. Ges., 1902. 

*) Rozprawy akademji umiejetnosei, 1905, und Diese Zeitschrift, 
XLVI, S. 83. 
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Thudichum und Garrod mit keinem Wort erwihnen, daj; 
ihr Urochrom schwefelhaltig wire — die Frage nahe, ob die 
schwefelreichere Verbindung nicht etwa die fiirbende Substanz. 
also der Harnfarbstoff ware, welches von Thudichum Uro- 
ehrom genannt und von Garrod niiher beschrieben wurde. 
In Verfolgung unserer damaligen Aufgabe der Reindarstellung 
der Alloxyproteinsiiture habe ich versucht, den den gefiirbten 
Priaparaten der Baryum- und Calciumsalze dieser Siiure an- 
haftenden Farbstoff mit Tierkohle zu entfernen. Da_ diese 
Methode der Entfarbung starke Verluste an Material offenbar 
infolye der Adsorption der Alloxyproteinsiiure durch Tierkohle 
mit sich zog, habe ich versucht den Farbstoff mit Kupferacetat 
zu fiillen. In der Tat gaben alle LOsungen der Proteinsiiuren, 
welche Farbstoff enthielten, nach einigem Stehen mehr oder 
weniger reichliche grau- oder braungriine flockige Niedersehiiige 
mit Kupferacetat. Die L6sungen wurden dadurch entfiirbt und 
die aus den farblosen Filtraten erhaltenen Salze der Alloxy- 
proteinsiiure gaben keine Fiillungen mehr mit Kupferacetat. 
Ferner habe ich mich tiberzeugt, dafi die Kupferverbindung, 
welche vollstiindig fret von Purinkérpern war, auber Stickstoff 
noch Schwefel enthielt, und durch die Elementaranalyse test- 
gestellt (C 36,76°/o, H 3,56°/0, N 9,72°/0, 5 2,57°/0, Cu 20,10") 0), 
daly dieselbe schwefelreicher war als die Alloxyproteinsiure. 

In der Entdeckung der Proteinsiiuren und der Untersuchung 
der oben genannten Autoren iiber diese Siiuren, welche in keinem 
weder normalen noch pathologischen Harn fehlen, wurde die 
Grundlage gewonnen zum Verstiindnis und zur Autklarung aller 
dieser Gegensiitze und Zweitel in den Anschauungen yor 
friiheren Autoren tiber die Frage der Extraktivstoffe und des 
Harnfarbstoffs. 

Es gentigt, an das Verhalten der freien Proteinsaéuren s0- 
wie ihrer Salze gegen Mineralsiéiuren und gegen Losungsmilie! 
wie Alkohol und Ather, sowie an die grofe Empfindlichkcit 
des Urochroms gegentiber der Wirkung von verdiinnten Mineri- 
siiuren und von Luftsauerstoff zu denken,!) um zu erkenucn, 


4 
') Bondzynski, Dombrowski und Panek, I. e. 
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welche Gemengen von Korpern von den ilteren Autoren fiir 
einheitliche Verbindung gehalten wurden. 

So hatte L. Proust wohl Zersetzungsprodukte von Pro- 
teinsduren sowie von Urochrom in Hianden gehabt. Die Ex- 
traktivstoffe von Berzelius bestanden einerseits aus Alkali- 
salzen der Oxy- und der Antoxyproteinséure, anderseits aus 
einem Gemenge dieser Salze mit den Alkalisalzen der Alloxy- 
proteinsdure sowie des Urochroms. Liebig, welcher die Ver- 
suche von Proust wiederholt hatte, hatte mit denselben Zer- 
setzungsprodukten wie seine Vorginger zu tun. Der Bleinieder- 
schlag von Scherer enthielt offenbar die Siéiuren der Alloxy- 
proteingruppe und das Urochrom. Harley untersuchte das Ge- 
menge von Calciumsalzen der Alloxyproteinsiure, des Urochroms 
sowie der Oxyproteinsiure. Die Kupferniederschlige von Tich- 
borne bestanden aus den Kkupfersalzen des Urochroms, welches 
mit Kupferverbindungen der Purinkorper sowie mit Kupfer- 
phosphat verunreinigt war. 

Lehmann, Scharling und Marcet, welche die in reinem 
respektive in alkoholhaltigem Ather léslichen Verbindungen er- 
hielten, hatten wohl jene Saure oder Sauren untersucht, welche 
regelmabig die alloxyproteinsauren Salze verunreinigten.!) Diese 
Siure, welehe naher nicht untersucht wurde, gab ein in Wasser 
leicht, in konzentriertem Alkohol dagegen schwer losliches 
Baryum- und Calciumsalz, ein in verdiinntem Alkohol schwer 
losliches Silbersalz, sowie Fallungen mit Bleiessig und Queck- 
silberacetat, enthielt bekanntlich Stickstoff, war aber schwefelfrei. 

Das «Urian» von Schunck bestand wahrscheinlich eben- 
falls aus den obengenannten Siiuren, welchen wohl andere Ver- 
bindungen noch beigemengt waren. Das Uranin bildete wohl 
ein Gemenge von Sduren der Alloxyproteinsauregruppe und 
des Urochroms mit Kohlenhydraten, was aus dem niedrigen 
Stickstoffgehalt desselben zu schlieben ist. Beim Reinigen seines 
(rianins beobachtete zwar Schunck, dab durch Schiitteln der 
aus dem Bleiniederschlag in Freiheit gesetzten Verbindung mit 
Juecksilberoxyd eine organische Quecksilberverbindung aus- 

') Bondzynski, Dombrowski und Panek, Diese Zeitschrift, 
Bd. XLVI, S. 107. 
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gefillt wurde, nach deren Zerlegen eine braune Lésung resil- 
tierte, welche mit Bleiessig einen schmutzigen Niederschlag 
lieferte, und er hatte sogar das Bleisalz dieser Verbindung einer 
Analyse unterworfen (C = 20,40°/0, H = 2,55°/o, N = 3,599)», 
QO = 20,65°/o, PbO = 52,81°/0), jedoch, tiber den ziemlich 
hohen Stickstoffgehalt dieser Verbindung verwundert, ziihlte er 
dieselbe nicht zu den Extraktivstoffen und vermutete aueh nichil, 
dah sie etwa Schwefel enthielt. Dali diese Verbindung jedoc!; 
der Alloxyproteinsiiure sehr nahe stand, ergibt sich aus dem 
Vergleich ihrer, aus den fiir ihr Bleisalz erhaltenen Prozent- 
zahlen berechneten Zusammensetzung mit der Zusammensetzung 


‘der Alloxvproteinsaure. 


Die Verbindung von Schunck. Alloxyproteinsiure. 
C. 43,2470 C. 41,240 
H 5.41°/o H 5,70°/o 
N 7,60 °/o N 13,55 °/o 
5S 2,19°/o 
Q 43,79 %o O 37,23 °/o 


Thudichum hatte sich bei seinen Untersuchungen tbe: 
den Harnfarbstoff allzu verschiedener Methoden bedient, win 
zu einheitlichen Korpern zu gelangen. So hatte er durch ky- 
traktion des mit Salzsiiure angesiuerten Harnsirups mit Athe! 
wohl dieselben Verbindungen ausgezogen wie friiher Lehmann, 
Scharling, Marecet und Sehunck, niamlich die bereits er- 
wihnten iitherl6slichen Siiuren: dagegen beim Vorgehen nach 
den beiden anderen Methoden erhielt er wohl ein Gemenge 
von Baryumsalzen, von Siiuren der Alloxyproteingruppe tid 
des Urochroms. Sein «Uropittin», seine «Omicholsaure» sowie 
das «Uromelanin» waren sicher Zersetzungsprodukte der |’ro 
teinsiiuren. Schlieblich hatte Garrod auch neben dem gelben 
Harnfarbstoff Oxyproteinsiiure und Antoxyproteinsiiure in seine! 


Héanden. 

Die «résine rousse» und die «substance noire particuliere 
von L. Proust, die «Extraktivstoffe> von Berzelius, die tar 
benden Extraktivstoffe> von Lehmann, das «Omichmyloxy’ 
von Scharling, die «principes immédiats» von Marcet, (%s 
‘normal urine pigment» von Tichborne, «das Urian 
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dus Urianin» von Schuneck, sowie das «Urochrom» von Thu- 

dichum und Garrod — stellen also nur verschiedene Namen 
dar. mit denen nicht chemische Individuen, sondern Korper- 
cemenge benannt wurden, welche hauptsachlich bald aus Pro- 
teinsiiuren, bald aus ihren Zersetzprodukten bestanden. Aus 
diesem historischen Uberblicke ist ersichtlich, da’ von den 
‘tteren Autoren die Frage der Harnfarbe ziemlich allgemein 
an das Wesen «der Extraktivstoffe» gekntipft wurde. Das ist 
wohl das positive Resultat ihrer Forschungen, denn wenn auch 
der Name «Extraktivstoffe» aus der Harnlehre zu streichen ist, 
so hatte die Entdeckung und Erforschung der Proteinsiuren 
durch Bondzynski und seine Mitarbeiter doch den Weg zur 
Erforschung des Harnfarbstoffs gebahnt. In der Tat habe ich 
ber der Forschung nach der Ursache der Differenzen im Prozent- 
cchalte des Schwefels von verschiedenen Priiparaten der Salze 
der Alloxyproteinséure beobachtet, dab dieselben mit einem 
gelben Farbstotf verunreinigt waren. Dieser Farbstoff erwies 
sich als schwefelhaltig, und zwar schwefelreicher als die Alloxy- 
proteinsiiure und zeigte Ahnlichkeit mit dem Urochrom von 
Thudic¢hum und Garrod. 

Keim norinalen Stoffwechsel entsteht offenbar neben farb- 
osen Proteinsiuren auch eine farbige Verbindung, welche mit 
iinen eine Gruppe von unter einander nahe verwandten Korpern 
bildet, denen friiher der Name «Extraktivstoffe» gegeben wurde, 
welche verschiedene Stufen des Aufbaus des Eiweifimolekiiles 
un Organismus darstellen. Die Eigenschaften dieses Farbstoffs, 
fir dessen Bezeichnung der Name «Uroehrom» beibehalten 
werden mag, wurde bereits kurz beschrieben. 

Die Feststellung der Zusammensetzung seiner Salze, sowie 
des aus den Salzen erhaltenen freien Farbstoffs, das weitere 
Studium seiner chemischen Eigenschaften, sowie auch einiger 
siner Zersetzprodukte, die Aufklirung seiner Beziehung zu 
Crobilin und folglich auch zu Blutfarbstoff, ist der Gegenstand 
cer vorliegenden Arbeit. 
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B. Experimentelles. 


I. Uber die Gewinnung des Urochroms. 


Da mit Kupferacetat das Urochrom von allen anderen 
Proteinsiiuren getrennt werden konnte, so war es klar, dal die 
Fillung mit Kupferacetat die Grundlage eines jeden Versuches 
der Darstellung des Urochroms bilden mubte. Anderseits brachte 
die Natur der uns interessierenden Verbindung und zwar ins- 
besondere ihre Unbestiindigkeit mit sich, daB die Methode ihrer 
Gewinnung Anderungen unterlag, bevor sie endgiiltiz festgeste!|t 
werden konnte. Ieh habe mich anfanes der folgenden Methode 
der Darstellung des Urochroms bedient. 

la. Mit einer Mischung von Kalkmilch und Baryumhydrat- 
losung entfernte ich zuerst die Phosphorsiiure, die Schwefcl- 
siiure und die Harnsiiure.!) Nach der Ausfiillung des Kalk- 
und Barvtiiberschusses mittels Kohlensiéiure dampfte ich den 
Harn im Vakuum bei 50—55° C. zur Konsistenz eines diinnen 
Sirups ein, welchen ich von einem groben Teile von Natrium- 
chlorid und Harnstoff durch wiederholtes Eindampfen und Aus- 
krystallisieren in der Kéite befreite. Den verbliebenen dicken 
Sirup fillte ich mit einer Mischung von Alkohol und Ather. 
Den zuriickgebiiebenen, in Alkoholiither unl6slichen Riickstand 
loste ich im Wasser auf, und um das Urochrom samt den Séuren 
der Alloxyproteingruppe zu erhalten, fallte ich die Losung mit 
Bleiessig. Aus dem Bleiniederschlage erhielt ich auf die he- 
kannte Weise die chlorfreien Kalk- oder Baryumsalze der Pro- 
teinsduren. 

Aus der Losung dieser Verbindungen wurde nun durch 
Kupferacetat die Urochromkupferverbindung ausgefiillt. 

Da jedoch analvtische Versuche, welche in Verfolgunz 
der Frage tiber die Ausscheidung von Urochrom unternommen 
wurden. mich belehrt hatten, dai bei diesem Verfahren ein 


'} Baysson, Journal de Pharmacie et de Chimie, Bd. VI, 8. 20 (15>. 
Kk. D. Baftalowskij, Jahresber. f. Tierchem., 1888, S. 125 


fiir 


H. Seelmuyden, Zeitschr. f. anat. Chem., Bd. XXXII, 8. 166.1 
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nicht geringer Teil von Urochrom verloren ging!) und zwar wahr- 
<cheinlich infolge einer beim Eindampfen des Harns — welcher 
freies, bei der Umsetzung des Barvthydrats mit Alkaliphos- 
phaten resp. Sulfaten entstandenes Alkali enthielt — in vacuo 
etwa stattgefundenen Zersetzung. 

Ib. So wurde bei weiterer Darstellung der Farbstoff, wenn 
es darauf ankam, grOfere Mengen davon zu erhalten, der Harn 
nach der Behandlung mit Barvum- und Calciumhydrat direkt 
mit Kupferacetat gefillt. 

Il. Und sehlieblich, um die Entstehung des freien Alkalis 
und die damit verbundene Gefahr zu vermeiden, wurde der 
Farbstoff in der Form seiner Kupferverbindung aus der LOsung 
eines Gemenge von Baryum- resp. Caleiumsalzen der Séuren 
der Proteinsiiuregruppe gefallt, welches auf folgende Weise 
bereitet. wurde. 

Der Harn wurde sovleich im Vakuum konzentriert. Der 
erhaltene Siruap wurde von dem dabei reichlich gebildeten kry- 
stallinischen Salzniederschlag abfiltriert und darauf mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure versetzt, bis ein rotes Congopapierchen 
sich eben leicht blau fairbte, worauf das doppelte Volumen 
konzentrierten Alkohols hinzugefiigt wurde. Die saure alkoho- 
lische Fliissigkeit wurde von den durch den Alkohol ausge- 
filllen Alkalisulfaten abfiltriert mit Wasser verdiinnt und mit 
Barythydrat abgestumpft. Den Barytiiberschuls entfernte ich 
sofort mit Kohlensiiure, worauf ich die vom Niederschlag ab- 
‘ilirierte Fliissigkeit im Vakuum konzentrierte. Nach der durch 
Abktthlung verursachten Auskrystallisierung eines Teiles des 
Natriumehlorids und Harnstoffs fillte ich mit starkem Alkohol 
die Baryumverbindungen der Proteinsiiuren, welche nur teils 
direkt teils nach einer Umwandlung in Caleiumsalze zur Fiillung 
mit Kupferacetat dienten. 

‘) In zwei Fiillen, welche darauf untersucht wurden, wurde die 
Menge des Stickstoffs in Kupferniederschliigen aus 100 cem Harn zu: 

0.0168 resp. OO142 ¢g 
unden. Waéhrend nach dem Einengen dieser Harne in vacuo die in den 
Auplerniederschligen aus LO0 ccm Harn gefundenen Stickstoffmengen nur: 


0.0077 resp. O,0070 g 


hetriue 
igen. 
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II. Die Reindarstellung und Elementaranalysen des Calcium-, des 


Silber- und des Kupfersalzes des Urochroms sowie der freien Saure. 


Den rohen Urochromkupferniederschlag, welchen ich direkt 
aus 751 Harn nach Ausfillung der Phosphate, Sulfate und der 
Harnsiiure vermittelst Baryt und Kalk (Methode Ib) erhalten 
und genau ausgewaschen hatte, habe ich im Wasser suspen- 
diert und bei 50° C. mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das braun- 
kirschrote Filtrat befreite ich vom H,S unter leichter Erwiirmung 
der Fliissigkeit und unter vermindertem Druck mittels Durch- 
leitung eines Kohlenséurestromes. Die auf Lackmuspapier stark 
sauer reagierende Fliissigkeit enthielt 1,2 ¢ Chlor auf Nat! 
berechnet, obwohl freie Salzsiiure darin mit rotem Congopapier 
nicht nachgewiesen werden konnte. 

Der Trockenriickstand der gesamten Fltissigkeit betrug 
16 g, die Asche 0,68 g. 

Die briiunlichrote Flissigkeit nahm nach Hinzufiiguny von 
Kalkwasser bis zur stark alkalischen Reaktion einen dunkleren 
Farbenton an. Nach Beseitigung des Kalkiiberschusses durch 
Kohlensiiure, Abfiltrierung des Calciumearbonats und = Ver- 
dunstung im Vakuum erhielt ich einen braunkirsehroten Sirup, 
welcher bei laingerem Stehen an der freien Luft sich  triibte 
und auf der Oberfliche mit dunkel gefiérbten Schuppen. sich 
bedeckte. 

Den dunklen Sirup fiillte ich mit einer gréBberen Menge 
Alkohol, wobei ein amorpher, flockiger Niederschlag des lalk- 
salzes ausfiel, wiébrend der Alkohol eine blabgelbe Fiirbung 
annahm. Nach dem Austroeknen des Kalksalzes erhielt ich 
etwas iiber 9 @ desselben. Das Salz enthielt noch Chlor, aber 
keine Purinkérper, welche wahrscheinlich mit einem Teile des 
Harnfarbstoffes in dem Schwefelkupferniederschlage zuriickye- 
blieben waren. Zu den Elementaranalysen wurde das Kalk- 
salz chlorfrei gemacht und zwar durch mehrmals wiederho tes 
Aufljsen desselben im Wasser und Ausfillen mit Alkohol. 

Das Silbersalz: Zur Gewinnung des Silbersalzes  )e- 
nutzte ich ein aus einer gréferen Menge Harn dargestelltes 


’ 
4s 


Priiparat des Kalksalzes. Zu diesem Zwecke léste ich as 
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Kalksalz in einer geringen Wassermenge auf, fiigte darauf so- 
viel Silbernitrat in konzentrierter Losung hinzu, als zur Fiillung 
des gesamten in der Losung enthaltenen Chlors notwendig war, 
filtrierte die L6sung vom Chlorsilber und versetzte das Filtrat 
solange mit Alkohol, als die Fliissigkeit sich noch triibte. Das 
chlorfreie Filtrat wurde mit einer konzentrierten L6sung vom 
Silbernitrat nunmehr im UberschuB versetzt, wobei ein reich- 
licher, amorpher, flockiger Niederschlag ausfiel. Aus diesem 
Niedersechlag wurde das Kaliumnitrat zuerst mit 40°/oigem, 
darauf mit einem stiirkeren und endlich mit 97°/oigem Alkohol 
ausgewaschen: schlieflich wurde derselbe mit Ather nachge- 
spilt und tiber Schwefelsiiure im Dunkel getrocknet. Die Menge 
des auf diese Weise gewonnenen Silbersalzes betrug anniithernd 
den vierten Teil des verwendeten Kalksalzes. 

Freies Urochrom. DieSchwierigkeit, eine grébere Menge 
reinen Urochromsilbersalzes darzustellen, bildete ein wesent- 
liches Hindernis der Bereitung der freien Verbindung aus dem 
Silbersalze. Zur Gewinnung einer freien Verbindung wurden 
daher Priéparate des Kupferurochroms verwendet, welche aus 
reinen Kalksalzen von Sauren der Gruppe der Alloxyprotein- 
siure vermittelst Methode Il (ohne Zufitigung von Ba(OQH) und 
CaOH), zum Harne) dargestellt wurden, wie ich dies schon 
vorher beschrieben hatte. Die im Wasser suspendierte Kupfer- 
verbindung wurde mit Schwefelwasserstoff bei einer Temperatur 
von 4)—d0° C. zerlegt: das Filtrat vom Schwefelkupfer wurde 
un Vakuum bei 40—45° C. in einer CO,-Atmosphire zur Sirup- 
Konsistenz eingedampft. Den rotbraunen Sirup gol ich in 
97° oigen Alkohol ein, wobei ein ziemlich reichlicher flockiger 
Niederschlag entstand, welcher, wie es sich zeigte, eme be- 
deutende Menge Asche zuriicklief. Die alkoholische LoOsung 
von gesiittigt gelber Fiirbung versetzte ich mit dem zwei- bis 
dreifachen Volumen Ather, wobei ein reichlicher dunkelgelber, 
amorpher, flockiger Niederschlag ausfiel, wihrend die alkoho- 
lisch-iitherische Lésung eine blaBgelbe Farbe annahm. 

Der auf einem geharteten Filter gesammelte Niederschlag 
wurde im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet und zu einem 
‘einen Pulver zerrieben, welches nachher zu den Analysen ver- 
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wendet wurde. Die auf diese Weise aus 1001 Harn darge- 
stellte Menge des freien Urochroms betrug 0,5—0,7 g. Alle zur 
Analyse bereiteten Priaparate wurden zum konstanten Gewicht im 
Vakuum uber Schwefelsiure in dem H. Meyerschen Apparate 
bei einer Temperatur von 50—d5° C. getrocknet. Die Analyse 
dieser Priiparate ergab folgende Prozentzahlen. 


Tabelle I. 


Kupferurochrompridparate, bereitet ohne Verwendung von Schwefel- 
wasserstoff, nach der Methode Ia. 














| 2. 

Prozent Prozent 

— | 36,76 9) 
H 3.56 
N YO 9,72 
S L.d1 2.57 
(lu 1.64 21.58 








Tabelle II. 


Kalk- und Silbersalz, dargestellt nach der Methode Ib. 











: " Die Zusammensetzuny 

Kalksalz Silbersalz der freien Siiure. 

berechnet aus 
A B C 2) der Zusammensetzung 

des Silbersalzes © 

Prozent Prozent Prozent Prozent 
b 36.10 C -— 22.56; 22.66 + 44,75 
H t+ H : | 245; 240 H 5,78 
N 6.82 N 4.16 t,03 ' | 8.05 
S 2,25 S La2: i338 1.35 S | 2.25 
Ca | 13,99 \e = 52.08 =| ~~ 50,06 Oo | 3917 

| | 








') Die Analyse, welche schon vorher in den Arbeiten fiber Protein- 


siuren angegeben wurde, |. ¢. 
2) Silbersalz © wurde aus dem Kalksalze A bereitet. 
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Tabelle III. 


Freies Urochrom, nach der Methode II dargestellt. 

















A 1B 
Prozent Prozent 
. 45,32 13.42 
H 5.26 5,33 
Y 49 10.78 
S 9.09 DSO 
() 34.54 54.98 


Bei der Betrachtung der Resultate dieser Analysen (Tab. II 
und Ill) fiel uns hauptsiichlich das starke Schwanken der Pro- 
zentzahl des Schwefels in den nach verschiedenen Methoden 
erhaltenen Priéiparaten auf. Wenn man nimlich den frischen 
oder konzentrierten Harn mit Baryt und Kalkmilch nach der 
Methode Ia und Ib verarbeitete, erwies sich die Prozentzahl 
des Schwefels in dem Kalk- und Silbersalze, sowie in der freien 
Siure, welche aus dem letzteren berechnet wurde, um die Hiilfte 
kleiner gegeniiber der Prozentzahl des Schwetfeis tn jenen Pra- 
paraten der freien Siiure, bei deren Darstellung ein Zusatz von 
Erdalkalien in tiberschtissiger Menge und die Bildung von freien 
Alkalien vermieden wurde (Methode II.) 


III. Die eigentliche (III.) Methode der Gewinnung von Urochrom. 

Gestiitzt auf die Resultate der Elementaranalysen, die 
erwihnten analytischen Forschungen sowie auf die Erwagung, 
dali mittels der Methode Il zwar reine, von Purinkorpern freie 
’riparate, von Salzen des Urochroms jedoch in geringer Aus- 
heute erhalten werden, habe ich eine weitere Anderung an der 
Methode der Darstellung des Urochroms unternommen. 

Die neue Methode griundete ich niimlich auf die Beob- 
achtung, daB Salze von Urochrom (Urochromkupfer) in Ammo- 
mak geldst werden kénnen, ohne an ihrem Schwefelgehalt Kin- 
bube zu erleiden. Ich habe deshalb behufs Entfernung der 
Schwefelsiiure, der Phophorsiture sowie der Harnsiiure den 
‘Harn mit einer ammoniakalischen Lésung von Baryum- und 
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Calciumacetat gefillt. Zu 101 Harn fiigte ich némlich eine 
Losung von 86 g Calciumacetat, 53 g Baryumacetat und 43 cem 
21°/oigen Ammoniak: nach mehrstiindigem Stehen enthielt dann 
die Harnfliissigkeit weder Schwefelsiure noch Phosphorsiiure 
und war auch beinahe frei von Harnsiéure. Nach der Neu- 
tralisation des tiberschtissigen Ammoniaks mit Essigsiiure wurde 
nun das Filtrat mit einer Losung von Kupferacetat?!) ver- 
setzt, deren saure Reaktion vorher mit Ammoniak abgestumpfi 
worden war. 

sald zeigte sich ein amorpher, griinlichgrauer Niederschlag. 
welcher nach 24 Stunden auf einem Biichnerschen Filter ge- 
sammelt und sorgfiiltig mit Wasser ausgewaschen wurde. 

Es wurden 100 1 Normalharn auf diese Weise verarbeitet 
und zwar behufs Darstellung des Silbersalzes, welches zur Ele- 
mentaranalyse verwendet werden sollte. 

Zu diesem Zwecke zerteilte ich den Kupferniedersechlag in 
Wasser, zerlegte ihn bei einer Temperatur von 50° C. mit 
Schwefelwasserstoff; nach Vertreibung des Schwefelwasserstol!s 
im Vakuum in einer CO,-Atmosphiire unter gelindem Erwirmen 
versetzte ich die gelblichrote Flissigkeit mit einem kleinen 
Uberschuf einer Barytlésung. Es entstand ein gelber, flockiver 
Niederschlag, welcher abfiltrtert wurde; ?) der Barytiiberschu!) 
im Filtrat wurde sofort mit Kohlensiiure entfernt, die Fliissig- 
keit im Vakuum konzentriert und aus dem erhaltenen Sirup 


', Allerdings, da das Urochrom mit Kupferacetat wohl als Kup/fer- 
oxydulsalz gefillt wurde und die notwendige Reduktion des Kupferaceta's 
zu einer Kupferoxydulverbindung unzweifelhaft auf Kosten des Urochroms 
vor sich ging, welches dabei teilweise oxydiert werden mufte, lag es na! 
an den Ersatz des Kupferacetats durch eines von den bekannten kup! 
oxydulhaltigen Reagentien zu denken. Da jedoch das frisch gefaiit 
Kupferoxydulhydrat kein geeignetes Fillungsmittel war, das Kriig: 
Wulffscehe Reagens (M. Kriiger, Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, 3. 59! 
das gefillte Urochrom mit anorganischen Schwefelverbindungen veru! 
reinigte und die Balkesche Kupferhydroxylaminmischung wegen 
Gehaltes an freiem Alkali nicht verwendet werden konnte, mufste 
doch an der Fiillung mit Kupferacetat festhalten. 

*) Die Barytlésung faillte einen Teil des Urochroms mit. Die Analyse 
dieses Niederschlages erwies nimlich darin 1,16°o S und 27,6% Ba 
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das Baryumurochromsalz vermittelst starken Alkohols in Form 
von amorphen Flocken gefiallt. 

Dieses Priiparat (10g) enthielt im trockenen Zustande 0,72 g 
auf NaCl berechneten Chlors. Zur Bereitung des Silbersalzes 
verwandelte ich das baryumsalz nach dessen Aufl6sung in 
Wasser vermittelst einer schwachen NatriumsulfatlOsung in ein 
Natriumsalz, wobei ich von diesem Reagens soviel zusetzte, 
damit in der LOsung eher eine Spur von Baryumsalz als ein 
kleiner Uberschuf vom Natriumsulfat verbleibe: dann fiillte 
ih nach Konzentrierung der L6sung im Vakuum das Chlor 
mit Silbernitrat und versetzte das Filtrat vom Silberchlorid 
mit Alkohol und einem Uberschuf} einer konzentrierten Silber- 
nitratlbsung. Das Silbersalz wusch ich, wie oben erwiihnt, 
zuerst mit schwachem Alkohol und, als die Waschfliissigkeit 
die Reaktion auf Nitrate nicht mehr gab, mit starkem Alkohol 
und Ather. SchlieBlich wurde das Priiparat zur Elementar- 
analyse getrocknet. Das Resultat dieser Analyse ist aus der 
nachfolgenden Tabelle ersichtlich. 


Tabelle LV. 











Freie Siiure. aus dem Silbersalz 





Silbersalz 
berechnet 
Prozent Prozent 
( 24,60 C 42.76 
H | 2.85 H £6 
N 6.63 N 11.53 
S 2.47 ) $29 
Ag (2,86 O 6.47 


Bei der Betrachtung der jetzt gefundenen Zusammensetzung 

ies Silbersalzes und beim Vergleich mit den Zahlen, welche 
ther bei der Analyse von nach einer anderen Methode be- 
leten Priiparate dieses Salzes erhalten wurden (Tabelle II), 
eine nicht geringe Abweichung des jetzt gefundenen Silber- 
svhaltes, sowie auch ein gréberer Schwefelgehalt des jetzt 
altenen Priiparates auf, was offenbar darauf beruht, dab 

~ friher erhaltene Silbersalz den Farbstotf in nicht ganz 
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intaktem Zustand enthielt. Die Zunahme des Silbergehaltes 
schien nimlich mit der Abnahme des Schwefelgehaltes para!|e! 
zu gehen. Dagegen lassen die aus der Zusammensetzung des 
jetzt erhaltenen Silbersalzes ftir den freien Farbstoff berechneten 
Werte eine ziemlich gute Ubereinstimmung mit der direkt o- 
fundenen Zusammensetzung von Priiparaten des freien Far}- 
stoffs. welche nach der Methode Il dargestellt worden waren 
(Tabelle Il), erblicken, woraus geschlossen werden kann, da{} 
diese Zahlen resp. die aus denselben berechneten Mittelwerte, 
welche ich in einer besonderen Tabelle (V) zusammengestellt 
folgen lasse, die Zusammensetzung des Farbstoffs anniihernd 


richtig ausdriicken. 


Tabelle V. 


Die Zusammensetzung des freien Urochroms. 











: 2. 


Zusammensetzung 
berechnet aus dem 


Praparat B 


3 


Mittlere 





aus Tabelle TID Silbersalz Zusammensetzun¢ 
Prozent Prozent Prozent 
( £3.42 42.76 43,09 
IH] 5.33 4.96 d+ 
N 10,78 11.53 11,15 
> DSU 4-29 D.09 
() 34.58 36.47 36,53 


Ks wire selbstverstandlich verfriht. 


eine Formel fiir das Urochrom abzuleiten. Eine gewisse Vo! 
sicht ist diesbeziiglich dureh die grofe Unbestiindigkeit 


aus diesen Werten 


| 


(it 


dom 


Urochroms, welche ja nicht nur von mir beobachtet, sondern 


auch von anderen Autoren, von Proust an bis Garrod /: 


tont wurde, geboten. Es bediirfte ferner dazu einer groberc! 
Zahl von Analysen von Priparaten verschiedener Darstellung. 
was mit Ruicksicht auf die Sehwierigkeit der Gewinnung ces 
Urochroms weiteren Untersuchungen vorbehalten werden Mu). 


IV. Eigenschaften des Harnfarbstoffes. 
Das Uroehrom hat die Eigenschaften einer Sfure, es {i 
das blaue Lackmuspapier stark rot: es gibt ahnlich wi 








, r ‘ . — : - . LJ 
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Proteinsiuren ein in Wasser le:cht, in Alkohol dagegen un- 
lisliches Baryum- und Natriumsalz, sowie auch ein Silbersalz. 





Diese Salze sind amorph, wie auch die Kupferoxvdulverbindung, 
welche aus einer sauren oder neutralen L6sung des Urochroms 
mit Kupferacetat gefallt’ wird. 

Auber durch das Kupferacetat wird das Uroehrom aus 
den LOsungen durch basisches Bleiacetat und Quecksilberacetat 
eoffillt. Eine frische Eisenchloridl6sung fiillt aus den Urochrom- 
csalzldsungen einen briiunlichen flockigen Niederschlag. Die 
Phosphorwolfram- und Phosphormolybdéansiiure geben in den 
Urochromlésungen reichliche Niederschliige, welche sich jedoeh 
beim Waschen mit stark verdiinnten Séuren leicht auflosen. 
Jodjodkaliumlosung (Bouchardats Reagens), sowie das Jod- 
quecksilberkaliumjodid geben mit’ Urochromlésungen keinen 
Niederschlag. Quecksilberehlorid fallt aus wiisserigen L6sungen 
von freiem Urochrom fast gar keinen Niederschlag aus, in einer 
A\koholl6sung des Farbstotfs gibt dagegen eine alkoholische 
OQuecksilberehloridl6sung einen reichlichen flockigen Nieder- 
schlag. Aus den wiisserigen und alkoholischen Losungen féillen 
Gold- und Platinchlorid das Urochrom nieht. 

Kbenso amorph wie seine Metallverbindungen ist auch 
der freie Farbstoff, welcher im trockenen Zustand nach dem 
Zerreiben das Aussehen eines dunkelgelben Pulvers hat. Im 
40°/oigen Alkohol lost sich das frisech gewonnene Urochrom 
leichter auf als das getrocknete Priparat, wobei es der L6sung 
eine schoéne goldgelbe Farbe erteilt: im absoluten Alkohol lést 
es sich sehwer auf. 
\nderung aufbewahren. Ather fiillt aus dieser Losung einen 
leichten tlockigen Farbstoffniederschlag. Gleich wie Ather, lésen 


Die alkoholische Lé6sung lift sich ohne 


Benzol, Essigiitther und Chloroform das freie Urochrom nicht 
aul. Bet Verbrennung des Farbstoffs auf einem Platinblech 
enisteht in reichlicher Menge ein Kohlenschwamm. 

Auf Zusatz von Mineralséuren bei Zimmertemperatur 
diderten die goldgelben Lésungen des Urochroms ihre Farbe 
nicht, beim Erwiirmen aber nahmen sie eine rotbraune Farbe 
an. Durch Ammoniak wird die Farbe der in Wasser gelisten 
elven Urochrompriiparate nicht geiindert. Auch durch Kali- 
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oder Natronlauge erleiden diese Lésungen keine sichtbare 
Farbeninderung. Tatsachlich jedoch spalten die Laugen schon 
bei Zimmertemperatur den im Urochrommolekiil locker ge- 
bundenen Schwefel ab. Davon kann man sich tiberzeugen. 
wenn man zu einer Urochromlisung Bleiacetat und Natronlauge 
fiigt, wobei Bleisulfid ausgeschieden wird, dessen Menge. sich 
beim Erwiirmen der Flitissigkeit noch steigert. Die wiisserigen 
Urochromlésungen geben mit Natronlauge und Nitroprussid- 
natrium eine purpurrote Fiirbung, welche rasch verblabt und 
in Braunrot tibergeht, um dann zu verschwinden, also eine 
aéhnliche Reaktion, welche unter diesen Umstiinden am Cystein 
sich beobachten 1éBt.) 

Das Urochrom zeichnet sich durch eine ungewohnlich 
grofbe Zersetzlichkeit aus. 

Wenn zu einer schwachen, mit einer verdiinnten Ferri- 
eyankalil6sung vermischten Eisenchloridlésung (Selmis lea- 
gens) freies Urochrom hinzugefiigt wird, schliigt die blabge be 
Farbe der Mischung sogleich in eine intensiv himmelblaue um, 
wobei sich ein Niederschlag von Berlinerblau ausscheidet.  Jod- 
siiure wird unter dem Einflusse des Urochroms zu Jodwasser- 
stolf reduziert, hierbei wird Jod ausgeschieden, welches min 
der LOsung mit Leichtigkeit mit Schwefelkohlenstoff entzichen 
kann. Keine von den Proteinsiiuren gibt diese Reaktion. Goid- 
ehlorid wird jedoch von Urochrom beim Erwarmen nicht re- 
duziert, und ebenso gibt eine ammoniakalische Silberlosung 
mit dem Urochrom keinen Metallspiegel. 

Bei der Spektralanalyse zeigen weder die sauren nov! 
die alkalischen goldgelben Lésungen des Urochroms einen A)- 
sorptionsstreifen. Mit Zinkchlorid und Ammoniak fluorescieren 
diese Lésungen nicht. Zahlreiche in dieser Richtung mit yer- 
schiedenen, bald aus normalem, bald aus pathologischem Hurn 
bereiteten Farbstoffpriiparaten ausgefiihrte Versuche haben ‘ies 
Verhalten des Urochroms im Spektroskop unwiderleglich darge!' 
Schon schwachen Urochromlésungen ist eine starke Absor) {tou 
der violetten Strahlen des Spektrums eigen. Wenn wir zu \er- 


eleichszwecken die Spektra von Urobilin und Urochrom in 1 


') K. A. H. Mérner, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIIH, S, 611 
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lichst gleicher Konzentration tbereinander untersuchen, so zeigt 
sich, daB in dem Spektrum des Urobilins die blauen Strahlen an 
ener Stelle sichtbar sind, an welchen sie im Spektrum des Uro- 
chroms der Absorption unterliegen. Die Intensitét der Absorption 
hiingt von der Konzentration der Urochromlésungen ab. Aus den 
zahlreichen spektroskopischen Untersuchungen ergab sich, dab 
der Beginn der Absorption in konzentrierten LOsungen der 
mittleren Wellenliinge von \\ 470—468, dagegen in den ver- 
diinnten Losungen der Wellenlinge AX 444—442  entsprach. 

Zur Kennzeichnung des Urochroms mag ferner erwihnt 
werden, daf durch Umsetzung seines Silbersalzes mit Methyl- 
iodid eine esterartige Verbindung des Urochroms erhalten wurde. 
beim Vermischen des Silberurochroms mit einem geringen 
UberschuB von Methyljodid trat die Reaktion zwischen diesen 
Kirpern bereits bei Zimmertemperatur ein. Das Reaktions- 
produkt war in Ather und Benzol unléslich, schwer léslich in 
Chloroform, leicht lOslich dagegen in Methylalkohol: es wurde 
daher von Jodsilber durch Auflésen in Methylalkohol getrennt. 
Hie methylalkoholische Losung hinterlie} nach dem Verdunsten 
des Lésungsmittels in vacuo eine dunkelgelb gefiirbte harzige 
Masse, welche im Exsikkator erstarrte und sich dann zu einem 
Pulver zerreiben lief. Dieses Esterifikationsprodukt war fre 
von Jod, enthielt Schwefel und gab in methylalkoholischer L6- 
sung mit Kupferacetat eine in Wasser unlésliche Kupferver- 
bindung, 


V. Versuche der Spaltung des Urochroms. 


|. Pyrrol als Spaltungsprodukt des Urochroms. 


R. Maly,!) A. Riva,?) P. Chiodera’) und A. Garrod, ‘) 
welche sich mit der Untersuchung des spezifischen Farbstoffs 
des Harns befaBt hatten, waren der Ansicht, dali zwischen 
demselben und dem Blutfarbstoff ein naher Zusammenhang 


') Liebigs Ann., Bd. CLXII], S. 90 (1872). 

*) Gaz. med. di Torino, Vol. XLVII, Nr. 12 (1896). 

') Archiv. Ital. di Clin. Med., Bd. XXXV, S. 505 (1896). 

‘) Journal of physiology, Bd. XXI, S. 196 (1897), und Bd. XXIX, 
». 539 (1903) 
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bestehe. In seinen Schlubfolgerungen betrachtet Garrod das 
Urochrom als gewissermalen verindertes Urobilin; Urobilin 
konne unter geeigneten Bedingungen, z. B. durch Behandlung 
mit Ather auf dem Wasserbade, unter Verlust des charakte- 
ristischen Absorptionsbandes am Spektrum. in Urochrom ver- 
wandelt werden. Das Urobilinband soll aber wieder an seinem 
urspriinglichen Ort erscheinen, wenn man das Urochrom mit 
im Lichte abgestandenem Aldehyd behandelt. 

Um die Richtigkeit dieser Annahme zu priifen, bin ich 
von der Erwigung ausgegangen, dah, wenn das Urochrom cin 
Produkt der Umwandlung des Urobilins wiire, oder diesem 
Farbstolf tiberhaupt nahe stiande, so miibte es ein Derivat des 
Blutfarbstoffs, resp. des Hiamochromogens sein und _ folglich 
fihnlich wie alle niichsten farbigen Umwandlungsprodukte der- 
selben in den Versuchen von M. Neneki und J. Zaleski,! 
und wie das Chromogen des Chlorophylls in dem Versuche von 
Nenecki und Marchlewski,?) Himopyrrol leicht abspalten 
lassen. 

Dali das Urochrom in der Tat einen pyrrolartigen Korper 
leicht abspalten labt, hatte mich eine Vorpriifung sofort belehr 

Das beim Erhitzen des getrockneten Kupferurochroms 
mit Zinkstaub erhaltene Destillat wies némlich den eigentiin- 
lichen Geruch des Pyrrols auf und gab mit einem Fichtenholz- 
spahn eine intensive Reaktion auf Pyrrol. Es blieb nur noch 
zu entscheiden, ob der sich abspaltende pyrrolartige Korper 
Hiimopyrrol oder eine andere, der Pyrrolgruppe zugelhorize 
Verbindung war. 

Zur Entscheidung dieser Frage versuchte ich anfangs dure) 
Reduktion des Urochroms mit Jodwasserstoff und Phosphonium- 
jodid und zwar genau nach dem. Vorgehen von Nencki und 
Zaleski zu gelangen. 

3 g Urochromkupfer wurden zu dem Zweck mit 7. cct 
Kisessig und 100 ¢ Jodwasserstoff auf dem Wasserbade e!- 
wiirmt. Naeh 20 —25 Minuten wurden zu der erhaltenen Losunz 

'' M. Nencki, Opera omnia, Bd. II, S. 797. 


*) M. Nencki, Opera omnia, Bd. Il, 8S. 804, und Rozpraw\ 
demji umiejetnosei (Krakau), Bd. XLI, 5S. 333. 
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nach und nach in kleinen Mengen 10 g Phosphoniumjodid zu- 
gefiigt. Die Losung nahm eine blaBgelbe Farbe an. Nach halb- 
stiindigem Erhitzen versetzte ich die Fliissigkeit mit dem drei- 
fachen Volumen Wasser: hierbei triibte sich die Fliissigkeit und 
schied einen gelben flockigen Niederschlag aus. Nach dem Ab- 
iltrieren desselben wurde zu dem Filtrat Natriumhydroxyd in 
einer zur Neutralisation der JodwasserstoffSsaure und des gréBten 
Teiles der Essigsiure geniigenden Menge zugefiigt, oder man 
iibersattigte dasselbe direkt mit Lauge (wie dies in einem an- 
deren Versuche getan wurde) und unterwarf die Fliissigkeit 
sofort der Destillation. Das erhaltene Destillat enthielt nicht 
die charakteristischen Oligen Tropfen des Hiimopyrrols, welche 
bei der Reduktion des Hiimins nach der vorerwiihnten Methode 
leicht erhalten werden konnten, und gab mit Quecksilberchlorid 
und Pikrinsiiure keinen Niederschlag. Der Atherauszug des 
Destillats gab mit Benzaldehyd oder Formaldehyd beim Zusatz 
von mit HCI gesittigtem Alkohol keine ftir Hamopyrrol charak- 
teristischen gefiirbten Kondensationsprodukte. Nach dem Ab- 
dampfen des Athers zeigte der unbedeutende Riickstand nach 
Zusatz von verdiinnter Salzsiiure und einige Tage langem Stehen 
an der Luft eine kaum merkbare rosenrote Firbung. Bei drei- 
maliger Wiederholung dieses Reduktionsversuches mit verschie- 
denen Urochromkupferpraparaten wurden stets die gleichen 
negativen Ergebnisse hinsichtlich des Hiémopyrrols erhalten. 

Es ertibrigte nun noch, den pyrrolartigen Korper, welcher 
bei der trockenen Destillation des Urochroms sich bildete, einer 
(ntersuchung auf etwaige Identitaét mit Hamopyrrol zu unter- 
werfen. Da die trockene Destillation des Urochromkupfers mit 
Zink zu Zweifeln Anlafb geben kénnte, ob das dabei etwa ent- 
standene Pyrrol nicht einer sekundiiren, synthetischen Reaktion 
seine Bildung verdanke, so habe ich versucht, ob die Erdal- 
kalisalze des Urochroms nicht etwa direkt beim Erhitzen den 
pyrrolartigen Korper abspalten. Dies war in der Tat der Fall. 
sowohl das Kalksalz des Urochroms wie das Urochromkupfer 
nich dem Vermischen mit gebranntem Kalk entwickelten be- 
refs beim gelinden Erwirmen reichliche Diimpfe der uns inter- 

lerenden Verbindung. 
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Den Versuch fiihrte ich in folgender Weise durch: 3—4 ¢ 
der Urochromkupferverbindung wurden mit der gleichen Menge 
Calciumoxyd  sorgfiltig vermengt und in ein an einem Ende 
zugeschmolzenes Glasrohr eingefiihrt, dessen anderes Ende mit 
einer U-f6rmigen, mit 2 kugelformigen Erweiterungen versehenen 
Rohre verbunden wurde. Der Apparat wurde nun luftleer ge- 
macht und ein Teil’ des U-Rohres stark abgekihlt. Hierauf 
wurde das mit der Substanz beschickte Rohr mit einer Gas- 
flamme leicht erwiirmt. Es destillierte in die Vorlage eine 
dichte gelbe Fliissigkeit, welche in dem abgekitihlten Teil der- 
selben zu einem festen Kérper erstarrte. Nach der Beendigung 
der Destillation wurde das U-Rohr abgeschnitten, und das Am- 
moniak aus demselben in vacuo verjagt. In dem nun zuriick- 
gebliebenen wisserigen Rickstand konnte man einige Tropfen 
einer Oligen, gelben Fliissigkeit bemerken, welche den Geruch 
des schmierigen Inhalts einer Tabakspfeife hatte. 

(m uber die Natur der im Destillat erhaltenen  pyrro!- 
artigen Verbindung Aufklérung zu erlangen, habe ich mich des 
eigentiimlichen Verhaltens des Pyrrols und seiner Homologe 
gegeniiber dem Diazobenzolchlorid bedient. 

Nach Otto Fiseher und Hepp!) geben Diazosalze mil 
Pyrrol und seinen Homologen, wenn auch dieselben in saurer 
Losung reagieren, normale Azofarbstoffe, in alkalischer LoOsung 
dagegen entweder nur Disazoverbindungen oder Gemengen von 
Azo- und Disazokérpern. Das Hiimopyrrol stellt nun nach 
L.. Marchlewski und seinen Mitarbeitern?) eine Ausnahme vou 
dieser Regel dar, indem es mit Diazobenzolchlorid bereits in 
saurer Losung eine Disazoverbindung lieferte. 

Die Azofarbstoffe kann man aber bekanntlich auf Grund 
ihres verschiedenen Verhaltens Siiuren und Laugen gegeniiber 
unterscheiden. 

Behufs Priifung auf Hamopyrrol wurde nun das erhaltene 
Destillat mit Kalilauge iibersiittigt und mit Ather ausgezogen. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIX, 5. 2251. 
*) H.Goldmann, J. Hetper, L. Marchlewski, Diese Zeitsc': 


Bd. XLV, 5S. 176. 








Uber die chemische Natur des spezifischen Farbstoffs des Harns. 219 


Der iitherische Auszug, welcher eine gelbe Farbe hatte, wurde 
in drei Teile geteilt. 

A. Der erste Anteil wurde in einem Reagenzrohrehen zur 
Trockene verdampft, der Riickstand entwickelte nach der Er- 
hitzung Pyrroldiimpfe, welche einen mit Salzsiure befeuchteten 
Fichtenholzspahn intensiv fiirbten. 

B. Der zweite Teil der datherischen L6sung wurde mit 
einer frisch bereiteten L6sung von Diazobenzolchlorid!) versetzt 
und damit geschiittelt. Die Atherschichte fiirbte sich orange- 
gelb, wihrend das Himopyrrol unter denselben bedingungen 
sofort eine rotbraune, nach und nach in violettbraun_ tiber- 
eehende Farbung gibt. 

C. Der dritte Teil der iitherischen L6sung wurde auf dem 
\Wasserbade verdampft, der Riickstand in einer geringen Alkohol- 
menge aufgelost, hierzu die 15—2O0Ofache Menge verdiinnter 
Nutronlauge zugesetzt und die Mischung in Eis stark abgekiihlt.?) 

Die kalte, alkalische LOsung nahm, mit Diazobenzolchlorid 
versetzt, eine schOne rote Farbe an und begann nach einigen 
Augenblicken einen wiihrend des Schiittelns derselben sich noch 
vermehrenden roten, amorphen, flockigen Niederschlag von Disa- 
zolarbstoff auszuscheiden. Dieser Farbstoff loste sich in Wasser 
und Ather gar nicht, in kaltem Alkohol schwierig, in Benzol 
leicht auf. 

Konzentrierte Schwefelsiiure loste den Farbstoff mit sehén 
himmelblauer Farbe auf: aus der Lésung fielen nach der Ver- 
diimnung mit Wasser ziegelrote Flocken aus. 

Salzsiure gab eine purpurrote LOsung, welche spiiter einen 
veilchenblauen Farbenton erhielt. Die alkoholische L6sung der 
Disazoverbindung gab mit Kalilauge eine schéne, fuchsinrote 
Fiirbung. 

Unter Einwirkung einer alkoholischen Zinkacetatl6sung 
gab die alkoholische Losung des Disazofarbstoffes keine Metall- 

*) 100 ccm '/5-N.-Anilinchlorhydratl6sung wurden mit 2,4—38 g Salz- 

ire von 1,19 spez. Gew. und nach Abkiihlung der Mischung mit Eis 
{2g Kaliumnitrit versetzt. (Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XXXIJ, 


S. 1698, 
*) O. Fischer und E. Hepp, I. c. 
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verbindungen, welche sich durch Farbenwechsel differenzieren 
lieben, wie dies beim Disazohamopyrrol stattfindet. 

Die spektroskopische Untersuchung der Lésung des Disazo- 
farbstoffs lief{ keine charakteristischen Absorptionsstreifen er- 
kennen. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ist klar zu ersehen, dai 
die Pyrrolgruppe im Urochrom kein Haémopyrrol ist, dab sie 
sich gegen die Diazoverbindungen der Benzolreihe wie das 
von 0. Fischer und E. Hepp untersuchte Pyrrol und dessen 
Alkylderivate verhilt. 

Niiheres tiber die chemische Natur dieses im Molekiil des 
Harnfarbstoffs enthaltenen Pyrrolringes versuchte ich ferner mit 
Hilfe der spektroskopischen Untersuchung eines etwaigen aus 
dem Destillate zu erhaltenen Kondensationsproduktes zu erfahren. 
Um dartiber Untersuchungen anzustellen, unterwarf ich einige 
Gramme des Urochromkupfersalzes der trockenen Destillation 
mit Kalk in der oben beschriebenen Weise: léste das Olige 
Destillat in Alkohol, fillte die alkoholische Lésung mit einer 
alkoholischen LoOsung von Quecksilberchlorid, sammelte den 
flockigen Niederschlag auf dem Filter, wusch ihn mit Wasser 
aus und unterwarf ihn nach dem Trocknen und Vermengen 
mit Kalk noch einer Destillation. Das jetzt erhaltene Destillat 
wurde im alkoholhaltigen Ather gelést und mit Salzsiiure ge- 
siittigtem Alkohol angesdauert. 

Schon am niichsten Tage nahm die Fliissigkeit die rosa- 
rote Farbe des Pyrrolrot an. 

Dasselbe KResultat wurde tibrigens auch erhalten, als der 
gleichen Behandlung die Olige Fliissigkeit unterworfen wurde, 
welche durch trockene Destillation des Kupferurochroms mit 
Kalk direkt gewonnen worden war. 

Kei der spektroskopischen Untersuchung gab die saure 
alkoholische Lésung kein Absorptionsband, dagegen erhielt ich 
nach der Bindung der Siiure mit einem kleinen Uberschuf von 
Ammoniak und Hinzufiigen einiger Tropfen einer alkoholischen 
Zinkacetatldsung eine schwache Fluorescenz der Fliissigkeil, 
deren Spektrum diesmal einen deutlich abgegrenzten Absorp- 


tionsstreifen zeigte. 











Uber die chemische Natur des spezifischen Farbstoffs des Harns. 221 


Die Lage dieses Streifens, bei méglichst gleicher Konzen- 
tration der Lé6sung, wurde durch die folgenden Wellenliingen 
bestimmt: 

1. \ 501 — d 483 (Pyrrol aus der Quecksilberverbindung). 

2. » B00 — A 485 (Pyrrol aus der Kupferverbindung). 

Eine ahnliche Lage des Streifens in der ammoniakalischen 
Zinklésung zeigt das polymerisierte Pyrrol, worauf J. Zaleski!) 
aufmerksam machte. [ch wiederholte den Versuch von Zaleski. 

Ich lief némlich eine alkoholische PyrrollOsung, welche 
ich mit einigen Tropfen Salzsaéure versetzte, durch 4 Wochen 
bei freiem Luftzutritt stehen, worauf die Fliissigkeit eine braun- 
celbe Farbe annahm. Nach Hinzufiigung einer ammoniakalischen, 
alkoholischen Zinkchloridldsung zeigte die Fliissigkeit in der 
Tat eine griine Fluorescenz und das Spektrum derselben einen 
Absorptionsstreifen, dessen Lage ich mittels nachstehender 
Wellenliingen bestimmt fand. 

h 500 — X 478. 

Um die Lage der Absorptionsstreifen in den alkoholisch- 
ammoniakalischen Losungen der Zinkverbindungen, der in Uro- 
chrom enthaltenen Pyrrolgruppe und des polymerisierten Pyrrols 
einerseits, des Hamopyrrolurobilins sowie des aus einem Fieber- 
harn hergestellten Urobilins anderseits zu vergleichen, habe 
ich eine Reihe spektroskopischer Messungen an ihren Spektra 
ausgefiihrt. Um das Hiimopyrrol in Urobilin iberzufiihren, wurde 
dasselbe in einer alkoholischen, mit Salzséure versetzten LOsung 
durch zwei Monate stehen gelassen: Urobilin wurde aus dem 
Harn von Fiebernden (appendicitis, pneumonia crouposa und 
meningitis tubereculosa) entweder durch Fallung mit Ammonium- 
sulfat (Methode von Garrod und Hopkins) oder durch Schiitteln 
mit Chloroform (Methode von Wirsing)*) gewonnen. 

Die alkoholischen Farbstofflésungen von moglichst gleicher 
Konzentration wurden mit einer ammoniakalischen Zinkchlorid- 
‘sung versetzt. 

Auf der beiliegenden Tafel wurden diese Spektra unter 


') J. f. Th., Bd. XXXYV, S. 404 (1905). 
*) Huppert, Analyse des Harns, 10. Auflage, S. 528 und 533. 








22? St. Dombrowski, 


Zugrundelegen der mittleren Wellenliingen, welche aus zahil- 
reichen Messungen berechnet worden waren, abgebildet. 
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Kin Blick auf diese Tafel wird jedermann tiberzeugen, 
dali der aus dem Urochrom entstandene Pyrrolkérper dasse|be 
Spektrum liefert wie das gew6hnliche Pyrrol und dab dieses 
Spektrum von den Spektra sowohl des Hiimopyrrolurobilins wie 
des Harnurobilins verschieden ist. 

Schon auf Grund dieses Verhaltens der untersuchten Ver- 
bindung im Spektroskop mub die Méglichkeit einer Umwandlung 
von Urobilin in Urochrom oder umgekehrt, wie dies aus den 
Untersuchungen italienischer und englischer Autoren gefolger! 
werden kénnte, ausgeschlossen werden. 


2. Uber die Art der Bindung des Schwefels 
im Urochrom. 





DaB der Schwefel des Urochroms durch Mineralsiiuren 10 
der Wiirme, durch Laugen sogar bei Zimmertemperatur. sic!! 
abspalten lie’, wurde in der vorliufigen Mitteilung iiber das 
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Urochrom bereits erwéhnt. Nun unternahm ich die Art der 
Bindung des Schwefels quantitativ zu untersuchen. 

Zu dem Zwecke wurden 180 1 Harn nach der Vorbehand- 
lung nach der Methode |b mit Kupferacetat gefiillt. Die Aus- 
beute an dem Kupferniederschlag, welcher auber Kupferurochrom 
noch Kupferverbindungen der Purinkérper und Kupferchloriir 
enthielt, betrug nach dem Trocknen desselben 37 g. Sein Ge- 
samtstickstoff — 15,2°/0, der Stickstoff der darin enthaltenen 
Purinkorper — 5,535°/o.!) In diesem Kupferniederschlag wurde 
nun der Gesamtschwefel durch Schmelzen mit Kalihydrat und 
Salpeter, der als Sulfid abspaltbare Schwefel nach der Methode 
von K. A. H. Mérner,?) die Atherschwefelsiiure durch Er- 
wiirmen mit Salzsiure unter Zusatz von Zinnchloriir?) bestimmt. 


ae) 














Als Atherschwefelsiure 





_ Gesamt-S Als Sulfid abspaltbarer S 
abspaltbarer 5 
‘~ Prosenton absolut /in Prozenten absolut in Prozenten 
oa , in Prozenten des Gesamt-S} in Prozenten des Gesamt-S 
= 3,97) 2,17 60,7 0.361 | 10 








60,7°/0 des Gesamtschwefels lieBen sich also in dem 
Urochromkupferniederschlag durch Erwiirmen mit Kalilauge als 
Sulfid abspalten und nur 10°/o wurden darin in oxydierter als 
Schwefelséure abspaltbarer Form*) gefunden. 


') Derselbe wurde nach einer Methode ermittelt, welche in einer 
demniichst zu erscheinenden Ver6ffentlichung beschrieben wird. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 210. 

‘) Vide: Bondzynski, Dombrowski und Panek, I. c. 

4) Daf dieser Schwefel im intakten Harnfarbstoff wirklich in der 
Form von Atherschwefelsiure enthalten ware, ist kaum miglich. Bei 
dieser Annahme miifite man schliefen, daf§ das Molekii! des Urochroms 
um das vielfache gréfer wire, als dasjenige von den meisten Eiweif- 
kOrpern, und dafs in ihm wenigstens 10 Atome Schwefel enthalten wiren. 
Ks ist im Gegenteil viel mehr wahrscheinlich und es spricht dafiir auch 
die hohe Oxydierbarkeit des Urochroms, dafs die geringe Menge Schwefel- 
siure, welche bei der Hydrolyse des Urochroms als solche abgespalten 
wurde, einer in vitro stattgefundenen Oxydation des einen Teils des 
Schwefels des Urochroms seinen Ursprung zu verdanken hat. Kine solche 
Oxydation kénnte wihrend der Hydrolyse oder noch friiher wihrend der 
tallung des Urochroms und zwar gerade durch das Kupferacetat selbst 
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Durch dieses Resultat wurde die Frage angeregt, was fiir 
eine Gruppe im Urochrommolekil der Trager des als Sulfid 
reichlich abspaltbaren Schwefels wiire. Es lag selbstverstiind- 
lich nahe, mit Riicksicht auf die nahe genetische Beziehung 
des Urochroms zu den Eiweifstoffen hier an das Cystin resp. 
das Cystein zu denken. Die in den Eiweifstoffen enthaltene 
Cystingruppe lift nach K. A. H. Mérner beim Erwiirmen mit 
Bleihydroxyd in alkalischer LOsung nicht die ganze Menge ihres 
Schwefels, sondern nur 75°/o davon als Sulfid abspalten. Beim 
Ubertragen dieser Resultate auf das Urochrom wiirde an der 
Hand dieser Berechnung der Cystinschwefel des Urochroms in 
dem soeben beschriebenen Versuch zu 2,89°/o (2,17 413), also 
zu 80,8°)0 des Gesamtschwefels, oder nach dem Subtrahieren 
von dem Gesamtschwefel des in der Form von Schwefelsiiure 
abspaltbaren zu 89.8 °/o des neutralen Schwefels des Urochroms 
sich berechnen. 

Wire dieser bleischwirzende Schwefel wirklich Cystin- 
schwefel, so muBSte bei einer Spaltung des Urochroms mit 
Mineralsiiuren das Cystin sich abspalten und darstellen lassen. 
Ich moéchte hier gleich im voraus bemerken, da ein solcher 
Spaltungsversuch ausgeftihrt wurde, dal das Cystin unter den 
Spaltungsprodukten nicht gefunden, dab jedoch bei dieser Hy- 
drolyse ein schwarzer melaninartiger Korper erhalten wurde. 
Diese Spaltung wurde ebenfalls an einem Material ausgefithrt, 
welches aus dem rohen, nach der Methode I bereiteten Urochrom- 
kupfer gewonnen wurde. Der aus 100 | Harn erhaltene Kupfer- 


niedersechlag wurde zu dem Zweck mit Schwefelwasserstoll 


zerlegt, das Filtrat in vacuo im Kohlensiiurestrom eingeengt und 
auf 500 cem= verdiinnt. Nach der Bestimmung in einer  be- 
sonderen Probe des gesamten sowie des_ bleischwirzenden 
Schwefels wurde nun die erhaltene dunkelkirschrote, mit einer 


stattlinden. In der Tat, es spricht z. B. fiir diese Vermutung die Be- 
obachtung, daf§ der aus dem Filtrat von dem soeben analysierten Kupier- 
urochrom in der Wirme gefallte Kupferniederschlag bedeutend weniger 
Schwefel in der als Sulfid abspaltbaren Form enthielt und zwar nur 
0.638% von 244°, also blof& 26° des Gesamtschwefels, sowie auch 
die Beobachtung, daf, das Urochrom einen Teil seines Schwefels mui! 
Salpetersiiure bereits in der Kilte zu Schwefelsiure oxydieren aft. 
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Nuance ins braun gefirbte Lésung in einen Kolben gebracht, 
welcher mit einem doppelt durchbohrten Kork verschlossen 
wurde, in dem zwei Glasréhrchen befestigt worden waren; 
eines von den Glasrdhrchen, welches ungebogen war, diente 
nach der Einfiihrung von Quecksilber als Quecksilberventil, 
durch das andere wurden die bei der Zersetzung des Urochroms 
entstandenen Gase abgeleitet und einer Waschflasche, welche 
eine Losung von Bleiacetat enthielt, zugefiihrt. Die Loésung 
des Farbstoffs (470 ccm) wurde jetzt mit 56 ccm konzentrierter 
Salzsiure (spezifisches Gewicht 1,185) versetzt und 7 Tage 
damit auf dem Wasserbade (auf 90—94°) erwérmt. Die Flissig- 
keit wurde dadurch dunkelbraun gefarbt und enthielt in Sus- 
pension einen schwarzen, flockigen Niederschlag sowie freien 
Schwefel, welcher besonders am Halse des Kolbens sich in 
Schuppen abgesetzt hatte. Von diesem Niederschlag wurde 
abfiltriert. Aufer dem Schwefelwasserstoff, welcher in der 
Waschflasche als Bleisulfid zurickgehalten und auf diese Weise 
bestimmt werden konnte, wurde die bei der Hydrolyse ent- 
standene Kohlensiure und zwar im Filtrate vom schwarzen 
Niederschlag, sowie auch der Schwefel der melaninartigen Sub- 
stanz bestimmt. Die Resultate dieser Bestimmungen sind aus 
der Tabelle (V1) ersichtlich. 
Tabelle VI. 


Schwefel in der gesamten Fliissigkeitsmenge, 470 ccm. 
a a a ——- nn) 

















a a Locker == Schwefel in | Als H,S Schwefel 
sé gebundener, blei- Form v. Ather-| flichtiger in dem 
schwefe] | sSchwarzender | pate Ae Bae ys schwarzen 

Schwefel schwefelsé4ure| Schwefel Niederschlag 
| | 
0.4685 | 0.2138 0.0697 0,0084 0.0567 
L00%o | 45,6 Jo | 14,57%o = 1,75 %o 11,85°)o 


Der Gehalt an bleischwiirzendem Schwefel wurde diesmal 
etwas geringer gefunden als in dem ersten Versuche, was wohl 
die Folge einer etwaigen Wirkung des freien Alkali auf den 
Harnfarbstoff bei der Darstellung des Urochromkupfers nach 
einer Methode, welche nach spéteren Erfahrungen eben aus 
dem Grunde verlassen wurde, sein kénnte. Der Gehalt an der 
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Atherschwefelsiiure dagegen und zwar wahrscheinlich weil die 
Hydrolyse diesmal mit Ausschlu{ von Zinnchlortir ausgefiihr 
worden war, wurde etwas hdher gefunden. 

Zur Untersuchung auf Cystin wurde die Flussigkeit nach 
der Trennung von der melaninartigen Substanz sowie von 
Baryumsulfat mit Tierkohle entfarbt und in vacuo eingeengt: 
der erhaltene Riickstand wurde mit 70°/oigem Alkohol ausgezogen, 
der alkoholische Auszug mit Kalilauge bis zur sechwachen alka- 
lischen Reaktion versetzt und darauf mit Essigséure angesiiuert. 

Es entstand ein flockiger Niederschlag, welcher auf dem 
Filter gesammelt wurde. Derselbe enthielt nur wenig Schwefe| 
und seine ammoniakalische L6sung schied auch nach dem Ver- 
dunsten von Ammoniak kein Cystin aus. Da das Filtrat von 
diesem Niederschlag bleischwiirzenden Schwefel in reichlicher 
Menge enthielt und mit Nitroprussidnatrium die dem Cystein 
eigene Farbenreaktion auch gab, so wurde dasselbe mit Queck- 
silberacetat unter Neutralisation mit Soda gefiillt. Es entstand 
ein reichlicher Niederschlag, in welchem jedoch das Cystein 
(durch Uberfithrung in Cystin) nicht nachgewiesen werden konnte. 
3. Uromelanin als Spaltungsprodukt des Urochroms. 

In weiterer Verfolgung der schwefelhaltigen Spaltungs- 
produkte des Urochroms unter vorliiufigem Verzicht auf die 
Untersuchung der léslichen Spaltungsprodukte wandte ich mich 
der Erforschung des melaninartigen Korpers zu. 

Als Material zu dieser Untersuchung diente wiederum 
ein rohes Priiparat des Kupferurochroms, welches diesmal aus 
200 | Harn nach der Methode III erhalten wurde. Nach dem 
Zeriegen des Kupferniederschlages mit Schwefelwasserstoff, Aus- 
treiben des letzteren mit einem Luftstrom, Einengen der Fliis=ig- 
keit in vacuo verfuhr ich mit der erhaltenen konzentrierten 
Lisung des Farbstoffs ahnlich wie Nencki mit den melanotischen 
Gesehwiilsten, zur Darstellung des Phymatorhusins aus den- 
selben: Ich versetzte niimlich die Lésung mit dem 2Ofaclien 
Volumen 10°/oiger Salzsiiure und kochte dieselbe damit durch 
8 Stunden. Der gebildete schwarze flockige Niederschlag wurde 
auf ein Filter gebracht, bis zur Entfernung der Salzsiiure mil 
Wasser, dann mit Alkohol und Ather und schlieBlich, und zwar 


Ver 
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zur Entfernung des freien Schwefels, welcher als Produkt dieser 
Hydrolyse regelmabig den schwarzen Niederschlag begleitete, 
mit Schwefelkohlenstoff ausgewaschen. Ein Teil von diesem 
Niederschlag wurde nach dem Verdunsten des Schwefelkohlen- 
stoffs in einen Exsikkator gebracht (Préparat A): ein anderer 
wurde vorher durch Aufl6sen in Ammoniak und Fiillen mit 
Salzsiiure noch gereinigt (Praparat B). Zur Analyse wurden die 
Priiparate bei 100° C. in vacuo tiber Schwefelsiiure getrocknet. 

Im trockenen Zustand stellte dieser Korper, welcher «Uro- 
melanin» genannt werden mag, schwarze Brocken dar, welche 
sich zu einem schwarzen Pulver zerreiben lieben, welches dem 
Asphalt aéhnlich war. Seine Loslichkeit in Ammoniak und in 
Alkalien und Unloslichkeit in Alkohol erinnerte an die «Sub- 
stance noire particuli¢re» von Proust und das «Uro- 
melanin» von Thudichum, gleichzeitig aber an die von 
Nencki und seinen Mitarbeitern aus dem melanotischen Sarkom 
der Haare und der Chorioidea erhaltenen Phymatorhusin 
und andere Melanine, mit denen es, wie aus dem Vergleich 
seiner Zusammensetzung mit der Zusammensetzung dieser Farb- 
stoffe ersichtlich ist, auch wohl nahe verwandt ist. 1) 


Tabelle VII. 


Analyse des aus dem Urochrom erhaltenen Melanins. 











| Farbstoff der Farbstoff der Hippo- 
Menschen- | Rofhaare M™elaninsiure 





Priparat A | Praparat B | haare (Nencki und 
| : y. Si »p)?)i 
| (N. Sieber) (N. Sieber) | Sie ber)) 
°/o | °/o | 7 0 | %/o °7o 

( 5916 | me 5614 | 57,6 59,93 
| 

H AM | - | 7,57 | 4,2 3.86 

N 9,69 | — | 8,5 | 11,6 10,41 

S 3,55 | 3.81 4100 21 2.6 

0 2269 | in 7 245 ~~ 


*) Das Uromelanin ist vielleicht auch mit den schwarzen Koérpern 
verwandt, welche bei der Hydrolyse von Eiweifistoffen mit Mineral- 

*) M. Nencki, Opera Omnia. Bd. I, S. 821 u. 822, 

°) M. Nencki, Opera Omnia. Bd. Il, S. 31. 
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C. Ursprung des gelben Harnfarbstoffes. ') 


Die Autoren, welche den gelben Harnfarbstoff untersuchten. 
nahmen einen innigen Zusammenhang desselben mit dem Urobilin 
und daher auch eine nahe Verwandtschaft desselben mit dem 
Blutfarbstoff an. R. Maly betrachtete Thudichums Urochrom 
als eine dem Hydrobilirubin sowie dem Bilirubin?) nahestehende 
Verbindung. In seinen Untersuchungen iiber das Bilirubin und 
dessen Derivate bekiimpfte Thudichum diese Behauptung. So- 
wohl in bezug auf die optischen Eigenschaften als auch be- 
sonders auf die Spaltungsprodukte bestehen nach Thudichum 
zwischen dem Urochrom und dem Hydrobilirubin unvereinbare 
Gegensiitze («ineonciliable differences» ).*) Noch in seiner ersten 
Arbeit sprach Thudichum die tibrigens theoretische Ansichit 
aus, dal} das Urochrom ein Derivat des Eiweifes und nicht 
des Blut- oder des Gallenfarbstoffs zu sein scheint.*) Trotzdem 
wurde die Ansicht von Maly nicht verlassen. Im Gegenteil 
kamen Riva, Chiodera und Garrod auf Grund von Ver- 
suchen zu der Anschauung, daB zwischen dem Blutfarbstoff 
und Urochrom ein inniger Zusammenhang besteht und zwar 
der Art, da8B man von Urochrom zum Urobilin und umgekelhrt 


siuren entstehen und welche von Mérner den melanoiden Siiuren yon 
Schmiedeberg zugerechnet wurden (Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S$. 600. 
und Bd. XXXIV, S. 205). Dieselben sollen nach Chittenden und Albro 
(Americ. Journ. of Physiol., Bd. Il, S. 291), Rosenfeld (Archiv f. exper. 
Pathol. u. Pharm., Bd. XLV, S. 51) und F. Samuely (Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Pathol., Bd. II, S. 369) zwar in verschiedener Menge, je nac! 
der Natur des Ausgangsmaterials, jedoch konstant Schwefel enthalten 

‘) In einer vor kurzem erschienenen Abhandlung (Diese Zeitschi''. 
Bd. LIT, S. 141 und 145) hatte H. Liebermann Zweifel ausgesproche! 
dafi die von mir gemeinschaftlich mit Bondzynski und Panek in der 
bereits genannten vorliufigen Mitteilung unter dem Namen «Urochrom 
beschriebene Verbindung wirklich Farbstoff ware. Das nun Vorgetragene 
macht wohl iiberfliissig, diese rein spekulative Deduktion, der keine 
Beobachtung zugrunde liegt, zu bekaimpfen. 

*’) R. Maly, i. ¢. 3. 77. 
)} Journ. of the Chem. Society, Bd. XIII (1875), S. 396, 3s 
und 402. 

‘) The British medic. Journ., Bd. II (1868), S. 518, Results 


“ 


theses 
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gelangen kénne, und diese Ansicht fand, wie es scheint, auch 
allgemeine Zustimmung. 

Riva und Chiodera erhielten durch Oxydation von Uro- 
bilin mit Kaliumpermanganat einen Farbstoff, welcher die Eigen- 
schaften des Urochroms besaf, woraus sie schlossen, dab das 
Urochrom, wiewohl es sich wesentlich vom Urobilin unter- 
scheidet, doch auf dasselbe bezogen werden kann und gleichen 
Ursprungs ist. ') 

A. Garrod gelangte von dem Urochrom zum Urobilin 
angeblich auf die Weise, dai er die aus dem Harn nach seiner 
Methode erhaltene reine alkoholische Urochromlésung mit Al- 
dehyd versetzte, worauf namentlich nach dem Erwiérmen die 
vorher im Spektroskop indifferente Urochromlésung einen deut- 
lichen Absorptionsstreifen beobachten lief, dessen Lage dem 
Urobilinband genau entsprach. Uberdies gab eine solche Lésung 
mit ammoniakalischem Zinkchlorid eine priichtige griine Fluo- 
rescenz. Diese Tatsache in Verbindung mit den Untersuchungen 
der vorangefiihrten Autoren erlaubt es nach der Meinung 
Garrods mit groSter Wahrscheinlichkeit zu behaupten, dab 
der gelbe Harnfarbstoff vom Blut- oder Gallenfarbstoff abstammt.? ) 

Ich habe die Untersuchungen Garrods mit einer alko- 
holischen Lésung eines reinen Urochroms, den ich aus einer 
croheren Menge Harn gewonnen hatte, wiederholt. Da nach 
der Ansicht dieses Autors nur der in der Wiirme und im Licht 
abgestandene Aldehyd die Umwandlung des Urochroms in Uro- 
bilin verursacht, so war es angezeigt, zuerst aktiven Aldehyd 
vorzubereiten. Zu diesem Zwecke nahm ich gewohnlichen 
Aldehyd, welcher durch einige Monate im Lichte gestanden 
hatte: daB derselbe im Sinne Garrods aktiv war, davon iiber- 
zeugte ich mich an Urobilinlésungen. 

Aus den Untersuchungen von Hopkins und Garrod) 
ist bekannt, daB eine mit Wasser oder Ather versetzte Uro- 
pilinlbsung nach dem Abdampfen auf dem Wasserbade ihre 
optischen Eigenschaften einbii®t, aéhnlich wie das mit Kalium- 


t) 1. ¢. 


*) 1. «. 
*) Journ. of Physiol., Bd. XXIL, S. 462. 
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permangenat nach Riva und Chiodera oxydierte Urobilin. 
Unter dem Einflusse des «titigen» Aldehyds kehrt das dem 
Urobilin eigentiimliche Band im Spektrum zurtick. 

Durch den von mir bereiteten Aldehyd erhielten tatsachlich 
die auf die erwiihnte Weise veranderten Urobilinpraparate ihre 
urspringlichen optischen Eigenschaften zuriick. Nach Hinzu- 
fiigung eines solchen Aldehyds zu den veranderten Urobilin- 
ldsungen trat ein deutlicher Streifen an jener Stelle auf, an 
welcher er friiher nicht vorhanden war. [ine alkoholische 
Urochromlésung wurde dagegen durch diesen Aldehyd_hin- 
sichtlich des Erscheinens éines Bandes in keiner Weise be- 
einflubt. Garrod hatte héchstwahrscheinlich in seinen L6- 
sungen ein Gemenge von Urochrom und von einem anderen Farb- 
stoff, vielleicht eben von dem soeben beschriebenen Chromogen, 
welches mit Aldehyd die charakteristische Reaktion gab. An- 
gesichts dieser Resultate kann auch die von Garrod empfohlene 
Methode des qualitativen Nachweises von Urochrom in den 
Fliissigkeiten tierischen Ursprungs nicht mehr aufrecht erhalten 
werden. Das Verwandtschaftsband, welches das Urochrom mit 
dem Hiimatin oder dem Urobilin verkniipfen sollte, besteht tat- 
siichlich nicht. Die Gegenwart des Schwefels im Urochrom- 
molekiil beweist vor allem, dafi das Urochrom nicht vom Hi- 
matin abstammt. Durch seine elementare Zusammensetzung 
unterscheidet sich das Urochrom vom Urobilin wesentlich, mehr 
als durch den Mangel der charakteristischen Absorptionsstreifen 
im Spektrum, wie sich dies aus der nachstehenden Zusammen- 
stellung ergibt: 


Tabelle VIII. 





| Urochrom | Urobjlin *) 
| 9/4 | Oy 
| | 

C | 43,09 | 63,58 

H | 5,14 | 7,84 

N | 11,15 | 411 

S | 5,09 | — 

0 | 35,53 | 24.47 


') F. S. Hopkins und A. S. Garrod, I. ¢. 
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Die Tatsache, daB das Urochrom Schwefel enthiilt, be- 
weist schon allein, dafi dasselbe aus eiweifartigem Material 
sich bildet. Dafiir spricht auch eine Reihe anderer Beobach- 
tungen, welche in dem experimentellen Teile dieser Arbeit 
mitgeteilt wurden. 

Urochrom enthalt in seinem Molekil keinen Hiimopyrrol-, 
sondern einen Pyrrolring, dessen Vorhandensein im Eiweif- 
molektl Schutzenberger als erster durch Spaltung des Ei- 
weibes mit Barythydrat bei einer Temperatur von 150° kon- 
statierte:') spater hatte Maly mittels einer 4hnlichen Methode 
die Gegenwart eines Pyrrolrings in den Oxydationsprodukten 
des Eiweifes, namentlich in der Oxyprotosulfonsiure nach- 
gewiesen.”) Durch Sauren wird das Urochrom in der Wirme 
zerlegt und liefert unter anderen Spaltungsprodukten einen 
schwarzen Farbstoff, welcher mit Riicksicht auf die Ahnlichkeit 
der Zusammensetzung und der Eigenschaften der Gruppe der 
echten Melanine zugerechnet werden muB. 

Das Urochrom oder das aus demselben entstehende Uro- 
melanin stellt fiir normale Verhiltnisse das Korrelativ des patho- 
logischen Phymatorhusins dar. 

Bekanntlich hatte K. A. H. MOrner bald nach der Unter- 
suchung von Nencki und Berdez’) tiber den Farbstoff der 
melanotischen Sarkome in Fallen von dieser Krankheit einen 
Farbstoff von der Zusammensetzung des Phymatorhusins auch 
im Harn gefunden. *) 

An der Hand dieser Beobachtung wurde von Morner 
die Frage erértert, ob nicht etwa im normalen Harn ein dem 
Phymatorhusin entsprechender Farbstoff enthalten ware. Zur 
Entscheidung dieser Frage fillte MOrner den Harn mit Baryum- 
hydroxyd und hierauf das Filtrat mit basischem Bleiacetat. 
Den Baryumniederschlag zerlegte er mit Natriumcarbonat in 


') Schutzenberger et Bourgeois, Bull. Soc. Chim. (1876), S. 289, 
auch Dictionnaire de Chimie de Wurtz, 1e™ supplément; Matiéres albu- 
minoides., 

*) Monatsh. f. Chem., Bd. V, S. 137 (1885). 

5) M. Nencki, Op. omnia, Bd. I, S. 806 (1885). 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 66 (1887). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 16 
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der Wirme, erhielt aber keinen dem Phymatorhusin 4&hnlichen 
Farbstoff.!) Er fand zwar, daf der von ihm erhaltene Blei- 
niederschlag Schwefel enthielt, maf aber dieser Beobachtuny 
offenbar keine Bedeutung bei und lieb auf diese Weise die Frage 
vollkommen offen; daf er jedoch sich klar war, dal} von der 
Erforschung des Harnfarbstoffs Licht tiber die Entstehung der 
melanotischen Farbstoffe zu erwarten wiire, folgt aus dem Schluf} 
seiner Arbeit, worin er die Notwendigkeit der Untersuchung 
des Harnfarbstoffs betont. 

Von dem richtigen Wege zur Erforschung der in Rede 
stehenden Frage wurde Morner offenbar abgeleitet durch die 
unrichtige Vorstellung, daB die Melanine Derivate des Blutfarb- 
stoffs wiren. 

Es entspann sich dariiber auch eine Polemik zwischen 
Morner und Nencki, welche in der Differenz der Anschau- 
ungen tiber die Rolle des im Phymatorhusin gefundenen Eisens 
gipfelte, indem Morner das Eisen fiir den wesentlichen Be- 
standteil des Phymatorhusins, Nencki dagegen fiir eine zufiil- 
lige Beimengung hielt. 

Diese Divergenz der Ansichten, welche die Frage unent- 
schieden lieb, veranlabte mich, das Urochrom auf Eisengehalt 
zu untersuchen. Zu diesem Zwecke wurde ein rohes Priiparat 
des Urochromkupfers in einem KjeldahIschen Kolbchen mit 
konzentrierter Schwefelsiure in der Siedhitze unter Zusatz von 
Salpetersiure oxydiert, jedoch in der erhaltenen schwefelsauren 
Losung nicht die geringste Spur von Eisen gefunden. Wenn 
aber das Eisen im Urochrom sich nicht vorfand, so konnte es 
ebenfalls im Uromelanin nicht enthalten sein. 

Wenn dies aber der Fall ist, so ist in Anbetracht der 
groben Ahnlichkeit des Uromelanins mit den erwiihnten mela- 
notischen Farbstoffen die Annahme berechtigt, daf das in den- 
selben gefundene Eisen an dem Bau dieser Farbstoffe sich 
nicht beteiligt. 

Damit ist aber das einzige Moment hinfallig geworden, 
welches dafiir zu sprechen schien, daB die Melanine aus der 
chromogenen Gruppe des Blutfarbstoffs entstehen kénnen, und 


4) Diese Zeitschrift, Bd. XI, 8. 139. 
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die Ansicht von Nencki, daB die Melanine von Eiweif direkt 
sich ableiten,!) behdlt ihr Recht. 

In der Verfolgung des Gedankens, dafi im EiweiSmolekiil 
die Muttergruppen sowohl des Haématins wie auch von anderen 
tierischen Farbstoffen enthalten sind, hatte Nencki mit der 
Erforschung des Proteinochroms, welches friiher von Stadel- 
mann aus den Produkten der tryptischen Verdauung von Eiweib- 
stoffen durch Fallung mit Brom erhalten worden war, sich 
befabt. 

Nencki?) erhielt aus dem sogenannten Proteinochrom 
zwel farbige Korper und zwar einen von violettroter Farbe, 
welcher eine gréfere Menge Brom, dagegen nur wenig Schwefel, 
und einen anderen Korper von mehr brauner Farbe, welcher 
im Gegenteil weniger Brom, dagegen mehr Schwefel enthielt. 
Die Vermutung Nenckis, da die violettrote Verbindung die 
Muttersubstanz des bilirubins und Himatoporphyrins wire, wurde 
allerdings nicht bestitigt. Durch Hopkins und Cole*) wurde 
erwiesen, dah Nencki die von ihm selbst friiher auf Grund 
von theoretischen Erwéigungen im Eiweifiimolekiil vermutete 
Skatolaminoessigséure in seinen Hiinden hatte. 

Durch die schOne Untersuchung von Hopkins und Cole 
ist jedoch das Interesse fiir die Skatolaminoessigsiiure derart 
in den Vordergrund getreten, dai man die Beobachtung von 
Nencki, daB einer von den Bromkorpern eine nicht unbetriacht- 
liche Menge Schwefel enthielt, auBer acht lie}. Hopkins und 
Cole') hatten zwar zuerkannt, daf die braunviolette Brom- 
verbindung von Nencki, sowie der schwarze Korper von Ku- 
rajew®) von Skatolaminoessigsiéure sich nicht ableiten, jedoch 
zugleich der Annahme von Kurajew, welcher auf eine angeb- 
lich &hnliche Ansicht von Nencki, daB der Schwefelgehalt auf 
eine Verunreinigung zuriickzuftihren wire, obgleich entschieden 


') M. Nencki, Opera omnia, Bd. II, S. 39 und 87. 
2) Opera omnia, Bd. II, S. 513 und 514, 

*) Journ. of Physiol., Bd. XXVII, S. 418. 

*) Journ. of Physiol., Bd. XXIX, S. 451. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 501. 


16* 
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mit Unrecht sich berief, beigestimmt. Von Nencki wurde eine 
solche Ansicht niemals ausgesprochen. 

Im Lichte des Befundes, dafi das Urochrom eine hoch 
molekulare, stickstoff- und schwefelhaltige Saure ist, welche 
in sehr naher Beziehung zu Eiweibstoffen steht und da es 
ein echtes, schwefelhaltiges Melanin bei der Zersetzung liefert, 
gewinnt die Beobachtung, da6b unter den Spaltungsprodukten 
der tryptischen Verdauung sich eines befindet, welches eine 
schwefelhaltige, chromogene Gruppe enthiilt, ein besonderes 
Interesse, welches zur Erforschung der Muttersubstanz des von 
Nencki beobachteten brom- und schwefelhaltigen, braunvioletten 
Farbstoffs auffordert. 

Dieses Interesse wurde noch gesteigert, als ich die von 
Nencki fiir die Zusammensetzung dieses Bromkorpers erhal- 
tenen Prozentzahlen auf eine bromfreie Verbindung umgerechnet 
hatte. Es ergab sich, wie aus der beigelegten Tabelle (IX) er- 


Tabelle IX. 








Braunviolette Verbindung | 


aay Uromelanin 
von Nencki (ohne Br) . 





lo 9/5 
C: 59.8 | 59.16 
H | 4.5 | 491 
N 10,0 9,69 

2.8 — 3,55 


| 


sichtlich ist, eine sehr auffallende Ubereinstimmung der Mutter- 
substanz dieser farbigen Verbindung mit den fiir das Uromelanin 


gefundenen Werten. 


Analytische Belege. 


Zur Bestimmung des Kohlenstoffs und des Wasserstoffs wurden 
die Urochromverbindungen in einer offenen, mit Kupferoxyd und einer 
10—15 em langen Schicht von Bleichromat beschickten Réhre unter \or- 
legen einer Rolle aus Kupferdrahtnetz im Sauerstoffstrom verbrann! 
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den Kalksalzen wurde der Kohlenstoff und der Wasserstoff, jeder fiir 
sich allein, bestimmt: Zur Bestimmung des Kohlenstoffs mischte ich nim- 
lich die Substanz mit chromsaurem Bleioxyd und Kaliumbichromat. Der 
Stickstoffgehalt wurde nach der Methode von Dumas in der Ausfiihrung 
von Guillemard und Dombrowski’) ermittelt. Zur Bestimmung des 
Schwefels wurde die Substanz mit Kalihydrat und Salpeter in einer 
silbernen Schale tiber der Flamme einer Benzinlampe geschmolzen. Es 
versteht sich von selbst, dafs die dazu benutzten Reagenzien vollkommen 
schwefelfrei waren; die Salzsiure wurde zu dem Zweck im Laboratorium 
erzeugt. Mit Riicksicht auf den hohen Schwefelgehalt des Urochroms 
wurden bei der Bestimmung des Silbers in seinen Silbersalzen die 
Kautelen beobachtet, deren H. Salkowski?*) in einer fhnlichen An- 
velegenheit sich bedient hatte. 


Zu Tabelle I. 








LS 
Bestimmung des Bestimmung des 
Kupfers Schwefels 
Sub- Sub- | : 
Cus Cu BaSO, | S 
stanz . stanz ‘| 
g ! g } V0 g | g lo 





| 
| 


| 
Prip.1 | 0,2236 | 0,0606 | 21,64 0.5684 | 0.0750 1,81 











i 


Bestimmung des Stickstoffs mit der gasometrischen Methode. 








| 

| | | Barometer- | | 
| Substanz N pe | Temperatur N 
| | stan | | 
| og | ineem | inmm | inG. | % 
| | | | 

Priparat 1/ 0,1009 | (87 =| = (727,6 | 14° 9.01 
| | 


') Bull. des sciences pharmacolog., Juillet 1902. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVI, S. 2497 (1893). 
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Zu Tabelle II. 
8. 





Bestimmung des Bestimmung der Kohle und des 
Calciums Wasserstoffes 
Substanz CusO, Cu [Substanz CO,  H,0O C H 
- g | Ye ° - 2 ‘jo | ° 
904 — | 36.09) 4. 
Prip. A] 0.2655 01261 13,99 | 9194 | 9 9590 GG/O9| 4,41 


0,2560 QO10015 — — 





Bestimmung des 
Silbers 


Substanz Ag Ag 
z "/9 


Prip. B O.D868 0.3056 52.08 
0.2457 | 0,2032.0,0538 22,56 2,45 


Priip.C | 0,38084  0,1519 50,06 
0.2778 0,2308 0,0595 22,66 2,395 




















Bestimmung des Stickstoffes vermittelst Bestimmung des 
der gasometrischen Methode Schwefels 
Sub- Der redu- | Tem- Sub- | 
N  zierte Baro-  pera- . 'BaS S 
sila N zierte Baro pera N alata Ba O, 
meterstand tur | | 
g¢ in ecm in mm in €C.°| %o g | g 0 
Praip. A }0,2310 13,95 727 16 6,82 [0,3909 0,0640 | 2,245 
r — 0,86096 0,07035. 1,123 
Prip. B]O,1982 7,4 717 16 4,16 . 
0.2331 00,0193 1,13 
Prip. C {0.1977 7,1 718 14» 4,035 J0,4198 0,0462 1,547 








Zu Tabelle III. 











— —___—__— z a 
Bestimmung des Stickstoffes vermittelst Bestimmung des 
der gasometrischen Methode Schwefels 
Sub- Reduzierter | Tem- Sub- 
Y ar ter=- | 2ra- I ast he 
tens Barometer | Pera- | N ai BaSO, 
stand | tur | 
g  inccm inmm [in C.°) % g | g 
Prip.A]0,0772, 6,6 | 7096 | 14 | 9,49 |0,2240) 0,0928 9,99 
Priip. B}0,0839 8,0 | 7198 | 13 | 10,78 | 0,2178, 0,0932) 5.5! 
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Die Bestimmung der Kohle und des Wasserstoffes. 














Substanz CO, | H,O C H 
g s | a | °/o °/o 
| | | | 
Praparat A 0.1476 0.2453 | 0,070 45,32 5,26 
Priparat B |) —0,1218 0.1939 | 0,05806 43,42 5,33 


Zu Tabelle IV. 


0.28956 g Substanz gaben 0.1241 g Ag = 42,86°o Ag 

ae { 0,2865 » CO, = 24,60 °/o C 
0.3176 » > a 

\ 0.8010 » H,O = 285% H 

0.2319 » » 14 ccm N bei 717 mm, 20° C. == 6,63°%o N 

0.44598 >» > 0,0801 g BaSO, = 2,466°/o S 


Zu Seite 223 u. 224. 








Bestimmung des Stickstoffes 


7 Bestimmung des Schwefels 
nach Kjeldahl. 


| ’ find | 1 -N- 1 | S and | ‘ ,‘ 

| Sub | fo-n 1 ub BaSO, S | 

| stanz | H,SO, Ba(OH) stanz | Schwefel 
| g | cem | cem %0 gi} g %o 





| | 
Nieder-| 0,9548 104,5 | 0,7 15,264 10,8866 0,2308 | 3,575 Der gesamte; 
schlag | | | a _ Locker 
, . | 1.278 0.20199 2.4 ‘ cebundene . 
A |0,8997; 99,6 | 2,6 15,131 | | eae Naa 
iow | "11,6265 0,04272) 0,361 | Esterschwefel. 
| | (H,SO,) 
| 


— | — ]0,3689910,0656 | 244 Der gesamte; 
| Locker 
gebundener. 


é | 
Nieder-| os — | 
schlag | | 
a | 

| 

| 


B — | — | — | — 0,7534 [0,703 | 0.638 | 


} 
| 











Zu Tabelle VI. 


Menge der Urochromlésung = 470 ccm. 

Der Gesamtschwefel: in 5 ccm Fliissigkeit 0,0363 g BaSO,; 0.4687 g in 
der ganzen Fliissigkeitsmenge. 

Abspaltbarer Schwefel (bestimmt nach Mérners Methode): in 15 ccm 

Flissigkeit 0,0497 BaSO,; 45,6°o des Gesamtschwefels. 
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Schwefel in esterartiger Bindung, als H,SO, (aus der ganzen Menge 
(470 ccm) der mit Salzséure erwarmten Flissigkeit): 0,5073 g BaSO, ; 
14,.57°/o des Gesamtschwefels. 

Fliichtiger Schwefel in Gestalt von H,S (aus der ganzen Fliissigkeits- 
menge): 0,0609 g BaSO,; 1,75°/o des Gesamtschwefels. 

Der im Melaninniederschlage enthaltene Schwefel : 0,4129 g BaSO, ; 11,85°,, 
des Gesamtschwefels. 


Zu Tabelle VII. 


Priparat A: 


20279 og — 0), 
0,1815 g Substanz gaben f 0,3937 g CO, 59,16 C 


\ 0,0796 » H,O = 4,906% H 
0.12455 » » > 11 ccm N, 716 mm, 20,2° C. = 9,6935°/o N 
0,1994 » » ’ 0,05152 g BaSO, = 38,548% § 


Praiparat B: 
0.2913 g Substanz gaben 00,0809 g BaSO, = 38,814% § 











Doppeltbrechende Substanzen aus pathologischen Organen. 
Von 
Theodor Panzer. 


(Aus dem Universitiitslaboratorium fiir medizinische Chemie in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Dezember 1907.) 


Unter dem Titel «Uber das Protagon der Niere» habe 
ich im XLVIII. Bande, Seite 519, dieser Zeitschrift Unter- 
suchungen iiber eine krystallisierte, doppeltbrechende Substanz, 
welche in der grofen weifen Niere beim Menschen auftritt, 
verOffentlicht. Diese Substanz wurde als der Ester des Cho- 
lesterins mit einer ungesiittigten Séure erkannt, welche, wie 
die Olsiure, einige Eigenschaften der Fettsiiuren zeigt. 

Diese Untersuchungen wurden nun fortgesetzt und auch 
auf andere Organe ausgedehnt, in welchen Substanzen vor- 
kommen, die bei der histologischen Untersuchung aihnliche Eigen- 
schaften zeigten. Obwohl diese Versuche noch zu keinem ab- 
schlieBenden Resultate gefiihrt haben, halte ich doch auch die 
Publikation kleinerer Erfolge in dieser Sache fiir berechtigt, 
da die Organe, welche reich an doppeltbrechender Substanz 
sind, selbst bei dem grofen Materiale des Wiener pathologisch- 
anatomischen Institutes nicht sehr hiufig zu haben sind und 
da auch aus solchen Organen nur wenig reine Substanz er- 
halten wird. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche wurden von 
zwei Gedanken geleitet. 

In meiner ersten Mitteilung wurde berichtet, dai aus 
3 Nierenpaaren eine Substanz dargestellt worden war, welche 
unter dem Mikroskope einheitliches Aussehen und nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren einen konstanten scharfen Schmelz- 
punkt zeigte. 

Sprechen diese Tatsachen nun fiir die Einheitlichkeit der 
Substanz, so muBte doch Zweifeln dariiber Raum gegeben werden, 
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weil der saure Anteil des Esters sich in zwei Fraktionen zer- 
legen lieB, in eine, deren Bleisalz in Ather léslich war, und 
in eine zweite, deren Bleisalz sich in Ather nicht léste; aller- 
dings addierten beide Fraktionen Brom. Die neuerlichen Unter- 
suchungen haben nun ergeben, dah die Substanz, obwohl sie 
von vornherein einheitlich und leicht krystallisiert und nach 
wiederholter Reinigung einen konstanten Schmelzpunkt zeigt, 
doch ein Gemenge ist. Es war also die erste Aufgabe, die 
Bestandteile dieses Gemenges aufzufinden. 

Zum zweiten wollte ich einen Uberblick gewinnen, wie- 
viel von dieser doppeltbrechenden Substanz in einem Organ 
wohl enthalten sein mag. Bei meinen ersten Versuchen war 
im Interesse der Reinheit der Substanz mit groBen Verlusten 
gearbeitet worden; es mufte also bei neuerlichen Versuchen 
auch aus den Mutterlaugen die doppeltbrechende Substanz mig- 
lichst rein und vollstandig wiedergewonnen werden und An- 
haltspunkte gefunden werden, um auch dann noch unvermeid- 
liche Verluste wenigstens schaétzen zu k6nnen. 

Zu diesem Behufe wurde folgendermafien gearbeitet: 

Die mit der Schere zerkleinerten Organe wurden mit 
95°/oigem Alkohol tibergossen und, um sie zu entwassern, 
mindestens 14 Tage lang in Alkohol belassen, wobei der Al- 
kohol wiederholt gewechselt wurde. Die Organe wurden dann, 
unter Vermeidung nennenswerter Verluste, mit der Wurst- 
maschine weiter zerkleinert und nun in Aceton gebracht. Die 
Behandlung mit Aceton, welche die Entfernung der Hauptmenge 
des Fettes bezweckte, wurde durch wenigstens drei Tage fort- 
gesetzt; auch das Aceton wurde mehrmals erneuert. Die ab- 
gegossenen Fliissigkeiten, Alkohol und Aceton, wurden filtriert, 
das Filter samt dem Ungelésten mit dem zerkleinerten Organe 
vereinigt und mehrmals mit Aceton ausgekocht. Die filtrierten 
Ausziige wurden iiber Nacht in den Eiskasten gestellt, wobe! 
sich die gesuchte Substanz in farblosen Krystiillchen abschied. 
Das Auskochen des Organs mit Aceton wurde so oft wieder- 
holt, bis sich die filtrierte Fliissigkeit nach 24 stiindigem Stehen 
im Eiskasten nicht mehr getriibt hatte. 

Jede dieser Fliissigkeiten wurde nun eiskalt durch ein Kleines 








i . ‘ Qu 
Doppeltbrechende Substanzen aus pathologischen Organen. 241 


Filterchen filtriert, die auf dem Filter gebliebenen Krystalle 
mit wenig in Eis gekiihltem Aceton gewaschen und auf dem 
Filter mit Chloroform tibergossen, worin sie sich sehr leicht 
losten. Die einzelnen Chloroformlésungen wurden in einem 
tarierten Wéagegliischen unter Nachwaschen mit Chloroform 
vereinigt, bei mibiger Wiirme verdunstet und der Verdunstungs- 
riickstand im Vacuum tiber Schwefelséure und Paraffin bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet. Die so erhaltenen Krystalle, 
im folgenden als «Krystalle A» bezeichnet, wurden, nachdem 
ihr Gewicht bestimmt war, fiir weitere Versuche durch wieder- 
holtes Umkrystallisieren aus heifem Aceton gereinigt, wofern 
fiir den Versuch nicht auch weniger reine Substanz geniigte. 
Das Umkrystallisieren wurde so oft wiederholt, bis der Schmelz- 
punkt konstant blieb. Jede der beim Umkrystallisieren ab- 
filtrierten Mutterlaugen wurde verdampft und das Gewicht des 
Abdampfriickstandes nach dem Trocknen im Vakuum bestimmt. 
Ks galt mit als Kriterium einer gewissen Reinheit der Krystalle, 
wenn die Menge des Abdampfriickstandes der Mutterlauge sehr 
gering war. 
Um einen Anhaltspunkt fiir die Léslichkeit der aus Nieren 
dargestellten Substanz in eiskaltem Aceton zu gewinnen, seien 
hier die Gewichte der Rtickstiinde zusammengestellt, welche 
beim Verdampfen der von der letzten, demnach reinsten Kry- 
stallisation abfiltrierten Mutterlaugen aus den einzelnen Nieren- 
paaren erhalten wurden. 
7508 g Mutterlauge lieferten 0,0040 g Abdampfungsriickstand, 
100 g Aceton listen demnach 0,23 g Substanz. 

6,9504 g Mutterlauge lieferten 0,0107 g Abdampfungsriickstand, 
100 g Aceton lésten demnach 0,15 g Substanz. 

6,2008 g Mutterlauge lieferten 0.0138 g Abdampfungsriickstand, 
100 g Aceton lésten demnach 0,22 g Substanz. 

4.3081 g Mutterlauge lieferten 0,0062 g Abdampfungsriickstand, 
100 g Aceton idsten demnach 0,14 g Substanz. 


Fiir die folgenden Schiétzungen wurde angenommen, dab 
LOO g eiskaltes Aceton 0,15 g Substanz und dal} 100 cem eis- 
kaltes Aceton 0,19 g Substanz lésen. 

Alle Fliissigkeiten, welche vor der Wiigung der Krystalle A 
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abgefallen waren, namlich die von dem zerkleinerten Organe 
abgegossenen und filtrierten Alkohol- und Acetonportionen und 
die einzelnen Acetonmutterlaugen, welche nach dem Auskochen 
des Organs und nach dem Abkihlen des filtrierten Auszuges 
von den abgeschiedenen Krvystallen abfiltriert worden waren, 
sowie der letzte Acetonauszug, welcher beim Abkihlen im Eis- 
kasten klar geblieben war, wurden vereinigt, zuniichst aus dem 
Wasserbade soweit als mdéglich destilliert, der Destillations- 
rickstand auf dem Wasserbade getrocknet und der getrocknete 
Abdampfriickstand in derselben Weise, wie bei der Gewinnung 
der Krystalle A beschrieben ist, wiederholt mit Aceton aus- 
vekocht. Beim Erkalten schied sich die Substanz zumeist noch 
nicht rein genug aus, es war ihr gewohnlich Fett beigemengt. 
Kin- oder zweimaliges Umkrystallisieren aus heifem Aceton 
genligte jedoch, um sie in homogenen Krystallen, frei von 
amorphen Beimengungen zu erhalten. Dann erst wurden sie 
genau so wie die Krystalle A zur Wagung gebracht. Im fol- 
genden ist diese zweite Krystallisation als «Krystalle B» be- 
zeichnet. Auch sie wurden fiir weitere Untersuchungen wie 
die Krystalle A gereinigt. 

Alle bei der Abscheidung und beim Umkrystallisieren der 
Krystalle B resultierenden Mutterlaugen wurden gesammelt und 
gemessen. Berechnet man nun aus dem Volumen dieser Mutter- 
laugen und der oben angefiihrten Zahl fiir die Léslichkeit der 
Substanz, wieviel doppeltbrechende Substanz in diesen Mutter- 
laugen enthalten war, so begeht man sicher einen betriicht- 
lichen Fehler. Doch ist es hodchstwahrscheinlich, da nicht 
weniger als die so berechnete Menge doppeltbrechender Sub- 
stanz in den Mutterlaugen enthalten war. Unter dieser Voraus- 
setzung ist auch im folgenden diese Menge in Rechnung ge- 
stellt worden, wie ja tiberhaupt von einer exakten quantitativen 
Bestimmung hier keine Rede sein konnte. Die so gewonnenen 
Zahlen soliten vielmehr nur einen Uberblick tiber die Mengen 
doppeltbrechender Substanz geben, welche sich in den einzelnen 
Organen vorfinden. 

Sowohl die Krystalle A als auch die Krystalle B erwiesen 
sich in allen Versuchen frei von Phosphor und Stickstoff. 
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Bevor in die Berichte tiber die Einzelversuche eingegangen 
wird, sei noch, um Wiederholungen zu vermeiden, ein fiir allemal 
die Methode beschrieben, welche immer zur Verseifung des 
Esters angewendet wurde. 

Die doppeltbrechende Substanz wurde in Benzol gelést, 
in die Losung Natrium und allméhlich in kleinen Portionen 
absoluter Alkohol eingetragen, bis das Natrium vollsténdig ge- 
lost war. Nach 24stiindigem Stehen wurde filtriert und die 
abgeschiedenen Seifen mit Benzol ausgewaschen. Filtrat und 
Waschfliissigkeit wurden vereinigt und wiederholt mit immer 
neuen Mengen Wassers ausgeschiittelt, so lange, bis die wiisserige 
Fliissigkeit nicht mehr alkalisch reagierte. Das im Scheide- 
trichter abgetrennte Benzol wurde bei miifiger Wiarme ver- 
dunstet; der Riickstand, den es dabei hinterlief, ist im fol- 
genden, wie es bei Untersuchungen fettartiger Substanzen tiblich 
ist, als «unverseifbarer Riickstand» bezeichnet. 

In den vereinigten wisserigen Fliissigkeiten wurden die 
mit Benzol gewaschenen Seifen aufgelist und diese Losung 
wiederholt mit immer neuen Portionen Benzol ausgeschiittelt. 
Dabei konnten schwer trennbare Emulsionen dadurch vermieden 
werden, daB die Seifenlosung vor dem Ausschiitteln miibig er- 
wiirmt wurde. Die vereinigten filtrierten Benzolportionen hinter- 
lieben beim Verdunsten immer nur einen sehr geringen Riick- 
stand, welcher, wenn er uberhaupt erwihnt wird, im folgenden 
als «Rtickstand von der Benzolausschiittelung» bezeichnet ist. 

Die wiisserige, mit Benzol ausgeschiittelte Losung der 
Seifen wurde heif mit Salzsaure angesiuert, nach dem Erkalten 
die abgeschiedenen Fettséiuren auf einem Filter gesammelt, in 
warmer verdiinnter Natronlauge gelést und nochmals durch Salz- 
siure abgeschieden. Sie sind im folgenden als «Fettsiuren» 
beschrieben und zeigten jedesmal die ftir Fettsiuren charak- 
leristischen Reaktionen; als némlich eine kleine Probe dieser 
Siiuren in verdiinntem Ammoniak gelést und der Uberschuf 
des Ammoniaks auf dem Wasserbade vertrieben worden war, 
schied diese Lésung beim Hinzufiigen von Chlorcalcium, von 
Chlorbaryum und von Magnesiumsulfat, wie die entsprechenden 
LOsungen von Fettsiiuren, Niederschliage ab. 
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1. Ein Paar groBber weifer Nieren. 


Gewicht der Nieren 490 g 
Krystalle A 0),2269 » 
Krystalle B 0,2850 » 
0,5119 g 
in den Mutterlaugen (250 cem) 0,48 © » 
Summe 0.99 — g, entsprechend 0,20°/, 
Die Krystalle A schmolzen nach der Reinigung nicht ganz 
scharf bei 67—70° C. Die gereinigten Krystalle A und die ge- 
reinigten Krystalle b zusammen wurden dazu verwendet, um 
nach ber Methode von Parker Me. Jlhiney!) zu bestimmen, 
wieviel Brom sie durch Addition aufnehmen konnen. 0,1633 g 
im Vakuum iiber Schwefelsiure und Paraffin getrockneter Sub- 
stanz verbrauchten hierbei fiir addiertes Brom 2,0 cem Thio- 
sulfatlbsung (1 ccm Thiosulfat = 0,09803 cem Normal). Die 
einem Grammolekiil Olsiurecholesterinester (C,,H,,0.,) entspre- 
chende Menge doppeltbrechender Substanz, d. i. 648,608 g, 
wiirde demnach addiert haben 0,779 Gramm-Atome Brom. 
2 Ein Paar grofer weifber Nieren. 


Gewicht der Nieren 570° g 
Krystalle A 1,1567 » 
Krystalle b 0,8501 
2.0068 g 
in den Mutterlaugen (428 ccm) 0,81 
Summe 2,82 — g, entsprechend 0,50” ». 

Die Krystalle A schmolzen nach der Reinigung scharf bei 
60° C. 

Bei der Bestimmung des addierten Broms_ verbrauchten 
0.4408 g im Vakuum iiber Schwefelsiiure und Paraffin ge- 
trockneter Substanz 4,6 ccm Thiosulfat (1 cem Thiosulfat = 
0,12470 cem Normal); 648,608 g Substanz (entspr. C,,H,,0. 
wiirden demnach verbrauchen 0,840 Gramm-Atome Brom. 


') Siehe Hans Meyer, Analyse und Konstitutionsermittelung 


ganischer Verbindungen, Berlin 1903, S. 655. 
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Die Krystalle B schmolzen nach der Reinigung nicht 
scharf bei 47—52° C.; sie wurden verseift. 

Der unverseifbare Riickstand war zum grébten Teile in 
den fiir Cholesterin charakteristischen Formen krystallisiert, 
zum geringen Teile bestand er aus einem hellgelben, fast farb- 
losen, dickfliissigen Ole. Er zeigte sehr deutlich die Lieber- 
mannsche Cholestolreaktion und war bei 101° C. bereits voll- 
kommen geschmolzen. 

Die Fettsiiuren wurden, wie in meiner ersten Mitteilung 
beschrieben ist, in die Bleisalze verwandelt, diese durch Ex- 
trahieren mit Ather in zwei Fraktionen getrennt und aus jeder 
Fraktion die Siuren wieder in Freiheit gesetzt. Die Siiuren 
aus dem in Ather gelisten Bleisalz schmolzen bei 49° C. und 
addierten kein Brom. Die Siiuren aus dem dureh Ather nicht 
gelosten Bleisalz schmolzen bei 47° C. und addierten gleichfalls 
kein Brom. 

3. Ein Paar grofer weiber Nieren. 
Gewicht der Nieren 205 g 
Krystalle A 0,0468 » 
Krystalle b 0,3002 » 
0,3470 g 
in den Mutterlaugen (298 cem) 0,57 — » 
Summe 0,92 — g, entsprechend 0,45°/o. 

Die Krystalle A schmolzen nach der Reinigung scharf bei 
592° C.; sie wurden verseift. 

Der unverseif bare Rtickstand bestand zum Teile aus farb- 
losen Krystallen mit den fiir Cholesterin charakteristischen 
Formen, zum anderen Teile aus einem hellgelben dickfliissigen 
Ole. Er zeigte deutlich die Cholestolreaktion und war bei 
39° C. schon vollstindig geschmolzen. Bei einmaligem Umkry- 
stallisieren aus heifiem Alkohol schieden sich farblose, tafel- 
lormige Krystalle ab, welche bei 140° C. schmolzen und die 
Cholestolreaktion zeigten. 

Der Riickstand von der Benzolausschiitthung war sehr 
vering, 6lig und gab nicht die Cholestolreaktion. 

Die Fettsiiuren schmolzen bei 60° C. und addierten Brom. 
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Die Krystalle B schmolzen nach der Reinigung nicht ganz 
scharf bei 50—52° C.; auch sie wurden verseift. 

Der unverseifbare Riickstand bestand aus gelblichen, 
langen Krystallnadeln und nur wenig gelbem Ol. Er zeigte 
die Cholestolreaktion und war bei 123° C. geschmolzen. Bei 
einmaligem Umkrystallisieren aus heifem Alkohol wurden 
farblose, tafelformige Krystalle erhalten, welche bei 147° C. 
schmolzen und deutliche Cholestolreaktion zeigten. 

Der Riickstand von der Benzolausschiittlung war gering, 
Olig und zeigte keine deutliche Cholestolreaktion. 

Die Fettsiiuren schmolzen bei 48° C. und addierten nur 
wenig Brom. 

4. Ein Paar grofer weiber Nieren. 


Gewicht der Nieren 300 g 


Krystalle A 0.5118 
, Krystalle B 0.6023 
1,1141 ¢ 


in den Mutterlaugen (3884 cem) 0,73 — » 
Summe 1,84 — g, entsprechend 0,61 ° 0. 


Die Krystalle A schmolzen nach der Reinigung scharf bei 
52° C.: die gereinigten Krystalle wurden in zwei Halften ge- 
teilt, in der einen Hialfte wurde die Menge Brom bestimmt, 
welche addiert wird, die andere Hilfte wurde verseift, wobe! 
Verluste soweit als méglich vermieden wurden, und einerseits 
in den Fettsiiuren, anderseits in dem mit dem Riickstande 
von der Benzolausschiittlung vereinigten unverseifbaren Riick- 
stande wieder die Menge des addierten Broms bestimmt. 

Die erste Hiilfte, nach dem Trocknen im Vakuum_ iiber 
Schwefelsiiure und Paraffin 0,1431 g, verbrauchten fiir addiertes 
Brom 0,5 eem Thiosulfat (1 cem Thiosulfat = 0,12470 ccm 
Normal). 650,624 g Substanz (entspr. C,;H,,0,) wiirden 0,270 
Gramm-Atome Brom addieren. 

Die zweite Hiilfte der gereinigten Krystalle A, 0,2117 ¢. 
lieferten 0.1778 g Fettsiuren und 0,0185 g unverseifbaren Riics- 
stand (samt Riickstand von der Benzolausschiittlung). Die 
Fettsiiuren addierten iiberhaupt kein Brom. Die, 0,018 ¢ 
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unverseifbarer Riickstand verbrauchten fiir addiertes Brom 
0,45 cem Thiosulfat (1 ccm Thiosulfat = 0,12470 ecm Normal). 
Auf 650,624 2 unverseifte Substanz berechnet, wiirde diese 
Zahl 0,171 Gramm-Atome Brom entsprechen. 

Die gereinigten Krystalle B schmolzen unscharf bei 45 bis 
489 C.: sie wurden verseift. Der unverseifbare Riickstand war 
nur zum geringen Teile krystallisiert, der Hauptsache nach Olig: 
er zeigte die Cholestolreaktion und war bei 70° schon ge- 
schmolzen. Durch einmaliges Umkrystallisieren aus heibem Al- 
kohol wurden Krystalle von den fiir Cholesterin charakteristi- 
schen Formen erhalten, welche bei 145° C. schmolzen und 
die Cholestolreaktion zeigten. 

5. Ein Stiickchen Mesenterium. 

Dieses Objekt wurde mir, wie die beiden folgenden, von 
Herrn Professor Dr. F. Schlagenhaufer, Prosektor des k. k. 
Kaiserin Elisabeth-Spitales in Wien, tibergeben mit der Frage, 
ob daraus nicht dieselbe Substanz dargestellt werden kénnte, 
wie aus der groben weiben Niere:; bei der histologischen Unter- 
suchung seien niimlich iihnliche doppeltbrechende Gebilde ge- 
lunden worden. Herr Professor Schlagenhaufer teilt mir 
liber die Herkunft dieses Objektes und die Resultate der histo- 
logischen Untersuchung folgendes mit: ') 

«Stiick eines Diiundarmmesenteriums von einem 26 jahrigen, 
an fibréser Aortitis gestorbenen Manne. 

Dasselbe war stark verdickt, fiihlte sich wie infiltriert an 
und zeigte eine eigentiimlich weifgelbliche Verfarbung. Am 
Flachenschnitt sah man Flecken und breite Ziige eines gelb- 
weiben Gewebes, das sich deutlich vom Fettgewebe differenzierte. 

Mikroskopisch (Gefrierschnitt) ist das Mesenterium von 
groien Mengen gebliihter Zellen durchsetzt, in denen Trépfchen 
angehéuft sind. Dieselben sind doppeltbrechend, firben sich 
mit Fettfarbstoffen, geben nur sekundére Osmierung und sind 
anscheinend sehr schwer in Alkohol und Ather léslich. Doppelt- 
brechende Krystalle sieht man wenige und dann extracellular. » 

') Die pathologisch-anatomische Untersuchung dieses und der beiden 
folgenden Objekte ist von Herrn Prof. Schlagenhaufer austiihrlich im 
Zentralblatt f. pathol. Anatomie, 1907, veréffentlicht worden. 
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Das Objekt wurde mir, wie die folgenden, in Alkohol 
iibergeben, sein Gewicht war 2,6 g. 
Krystalle A 0,0316 g 
Krystalle B  0,0792 » 
0.1108 ¢ 
in den Mutterlaugen (107 cem) 0,20 
Summe 0,51 g, entsprechend 12° ». 

Die Krystalle A zeigten nach der Reinigung dasselbe 
Ausschen wie die doppeltbrechende Substanz der Nieren, sie 
schmolzen nicht ganz scharf bel 53—55° C. und lieben bei 
Anstellung der Cholestolreaktion das charakteristische Farben- 
spiel nur langsam eintreten; sie wurden verseift. 

Der unverseifbare Riickstand war nur zum geringen Teile 
krystallisiert und bestand der Hauptsache nach aus einem farb- 
losen, dickfliissigen Ole; er zeigte die Cholestolreaktion und 
war bei 60° C. vollkommen geschmolzen. Es gelang in diesem 
Falle nicht, durch einmaliges Umkrystallisieren aus heifem 
Alkohol reine Cholesterinkrystalle zu erhalten: den Krystallen, 
welche sich beim Erkalten des Alkohols abschieden und die 
fiir Cholesterin charakteristischen Formen zeigten, war viel- 
mehr etwas von dem farblosen Ole beigemengt. Fiir eine 
weitere Reinigung war die Menge der abgeschiedenen Krvystalle 
zu gering. Auch die Menge der Fettséuren reichte, nachdem 
die den Fettsiiuren zukommenden Reaktionen angestellt wor- 
den waren, zu weiteren Versuchen nicht mehr aus. 

Die Krystalle B zeigten nach der Reinigung dasselbe Aus- 
sehen und dasselbe Verhalten bei der Cholestolreaktion, wie 
die Krystalle aus den Nieren und schmolzen nicht ganz schar' 
bei 45—47° C.: auch sie wurden verseift. 

Der unverseifbare Ritickstand bestand wieder zum ge- 
ringeren Teile aus Krystallen, zum gréBeren aus dem farblosen 
Ole; er zeigte die Cholestolreaktion und war bei 101° C. ge- 
schmolzen. Auch hier schied sich bei einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus heifem Alkohol nebst Krystallen in den fiir Cholesterin 
charakteristischen Formen auch etwas von dem farblosen Ole 
aus. Die von dem Ole, so gut es ging, abgepreBten Krysta'le 


schmolzen bei 124° C. 
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6. Ein Stiickechen Mesenterium. 


Herr Professor Schlagenhaufer teilt mir tiber dieses 
Objekt folgendes mit: 

«Diinndarmmesenterium eines 72 jiihrigen, an einem in 
das Duodenum eingebrochenen Gallenblasencarcinom gestorbe- 
nen Mannes. 

Makroskopisch und mikroskopisch gleiche Verhiiltnisse 
wie bei 5.» 

Auch dieses Objekt wurde mir in Alkohol tibergeben, 
sein Gewicht betrug 73,1 g. 

Krystalle A 0,3446 g 
Krystalle B  0,1549 » 
0.4995 g 
in den Mutterlaugen (335 ccm) 0,64 


Summe 1,14 — g, entsprechend 1,6°/o. 


Die Krystalle A zeigten wieder dasselbe Aussehen und 
dasselbe Verhalten bei der Cholestolreaktion wie die Krystalle 
aus Nieren und schmolzen nach der Reinigung scharf bei 41° C.; 
sie wurden verseilt. 

Der unverseifbare Riickstand bestand zum grdBeren Teile 
aus Krystallen, zum geringeren aus dem farblosen, dickfliissigen 
Ole, er zeigte die Cholestolreaktion und war bei 111°C. ge- 
schmolzen. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus heifem Al- 
kohol wurden Krystalle von den charakteristischen Formen des 
Cholesterins erhalten, welche bei 145° C. schmolzen. 

Die Fettsiiuren addierten etwas Brom und schmolzen bel 
1° C, 

0,1626 g dieser Fettsiiuren, im Vakuum tber Schwefel- 
siure getrocknet, wurden in Alkohol geldst, die LOsung mit 
ein wenig Phenolphthalein versetzt und mit Natronlauge titriert; 
hierzu waren 6,4 cem Lauge (1 cem Lauge = 0,09330 ccm 
Normal) erforderlich. Daraus berechnet sich das 


gefundene Aquivalentgewicht: 272 
) 


Berechnet fiir C,,H,,0, : 256,256 
> > Ce: 284,288 
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Die neutralisierte Fliissigkeit wurde nun mit einem Tropf- 
chen Essigsiiure wieder angesiiuert, mit Chlorbaryum ausge- 
fallt, der abgesetzte Niederschlag auf einem Filter gesammelt 
und mit Wasser und, um das Phenolphthalein zu entfernen, mit 
Alkohol ausgewaschen. O,1300 ¢ des ausgewaschenen und bei 
110° C. getroekneten Niederschlages ergaben nach dem Ab- 


rauchen mit Schwefelsiure 0,0446 g Baryumsulfat. 


ee: 20.2% Ba 
ree y ‘ur : a: & ‘ 0; 

Berechnet fiir (C,,H,,0,),Ba: 21,21°/o  » 

. a (C,,H;,0,),Ba: 19.52 Uv 0 + 


Die Krystalle B sahen ebenso aus, wie die Krystalle aus 
den Nieren, auch sie gaben die Cholestolreaktion nur langsam, 
jedoch autfallend schwach. In gereinigtem Zustande schmolzen 
sie etwas unscharf bei 67—69° C.; sie wurden verseift. 

Der unverseifbare Riickstand wurde durch ein farbloses, 
dickfliissiges Ol gebildet, in welchem sich nur wenige farblose, 
tafelformize Krystalle fanden. Er zeigte nur schwache Cholestol- 
reaktion und war bet 50° €. sehon geschmolzen. Beim Um- 
krystallisieren aus heifem Alkohol wurden keine Krystalle mehr 
erhalten. 

Der Riickstand von der Benzolausschiittlung war sehr 
gering, er war nur zum Teile krystallinisch und zeigte nur 
undeutliche Cholestolreaktion. 

Die Fettsiiuren schmolzen bei 51° C. und addierten kein 
Brom. 

7. Ein Stiickechen Granulationsgewebe. 
Uber dieses dritte Objekt, das ich von Herrn Professor 
Schlagenhaufer erhielt, teilt er mir folgendes mit: 

Granulationsgewebe von einem 4)jiihrigen Manne, der 
an ciner Staphylomykose gestorben war, wobei sich eigentiim- 
liche aktinomykoseiihnliche Abszesse in den Nieren und im peri- 
renalen Bindegewebe fanden. 

In den Nierenabszessen, wie in dem lichtgelb gefirbten, 
perirenalen Granulationsgewebe reichliche Mengen, zum Teil 
intracelluliir, zum Teil extracelluliir gelegener, doppeltbrechender 
Substanz, von gleichem mikrochemischem Verhalten wie be! 


Oo 


5h. und 6.» 
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Dieses, mir in Alkohol iibergebene Objekt wog 13.5 g. 
Krystalle A 0,4624 
Krystalle B — 

0.462% g 


in den Mutterlaugen (198 eem) O,38 


JQ 


-~ 


Summe 0,84  g, entsprechend 6,2 °/o. 
Die Krystalle A zeigten dasselbe Aussehen und dasselbe Ver- 

halten bei der Cholestolreaktion; nach der Reinigung schmolzen 

sle nicht ganz scharf bei 37—39° C.: sie wurden verseift. 

Der unverseifbare Kiickstand bestand zum weitaus grobten 
Teile aus dem farblosen dickfliissigen Ole, nur zum geringeren 
aus Krystallen, er zeigte deutliche Cholestolreaktion. Beim 
Umkrystallisieren aus heibem Alkohol wurden nur einige wenige 
Krystalle von den charakteristischen Formen des Cholesterinus 
erhalten, welche die Cholestolreaktion zeigten; fiir die Schmelz- 
punktbestimmung reichte dann ihre Menge nicht mehr aus. 

Die Fettsiiuren schmolzen bei 48° C. und addierten kein 
Brom. 

Als die Mutterlaugen in der angedeuteten Weise verar- 
beitet wurden, um die Krystalle B zu gewinnen, schied = sich 
zunichst beim Erkalten der mit heiBem Aceton bereiteten Aus- 
zuge nur ein Ol aus; dieses wurde nochmals in heibem Aceton 
gelést, als aber die LoOsung im Eiskasten erkaltet war, blieb 
sie vollkommen klar. Aus diesem Grunde hat auch, da keine 
Garantie geboten ist, daB die Mutterlaugen mit doppeltbrechender 
Substanz gesiilligt waren, die Berechnung der Menge der gelost 
eebliebenen Substanz noch weniger Anspruch auf Richtigkeit 
als in den vorher beschriebenen Fiillen. 


& Die Intima zweier atheromatoser Aorten. 


Von pathologischen Anatomen auf die den atheromatésen 
Herden eigentiimliche, noch ratselhafte Substanz aufmerksam 
gemacht, habe ich untersucht, ob nicht auch bei der athero- 
matésen Erkrankung die doppeltbrechende Substanz eine Rolle 
spiele. Von zwei hochgradig erkrankten Aorten, bei denen 
eine nennenswerte Verkalkung noch nicht eingetreten war, 
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wurde die Intima sorgfiltig abpriipariert und in der beschrie- 
benen Weise auf doppeltbrechende Substanz verarbeitet.  So- 
wohl die ersten Acetonausziige, als auch die bei Aufarbeitung 
der Mutterlaugen gewonnenen blieben beim Erkalten vollkommen 
klar: nennenswerte Mengen doppeltbrechender Substanz waren 
also in diesen Objekten nicht enthalten. 


Sollen nun aus den Ergebnissen der beschriebenen Ver- 
suche Schlubfolgerungen gezogen werden, so liegt eine Schwierig- 
keit darin, daB die Beobachtungen an Priiparaten erhoben wurden, 
die verschiedener Herkunft und wenn auch sehr éhnlich, doch 
verschieden in ihren Eigenschaften waren. 

Allen Priiparaten war eigentiimlich die einheitliche Kry- 
stallform, das Verhalten gegen LOsungsmittel, die langsam ein- 
tretende Cholestolreaktion und, soweit dies konstatiert wurde, 
bei der Spaltung mit Natriumiéthylat als integrierende Spaltungs- 
produkte Cholesterin und Siiuren von den Eigenschaften der 
Fettsiiuren. 

Die Verschiedenheit der Priiparate liegt zunachst im 
Schmelzpunkte. Wenn auch bei den einzelnen Priiparaten durch 
fortgesetztes Umkrystallisieren ein konstanter, meist scharier 
Schmelzpunkt erzielt werden konnte, so beweist doch schon 
die Verschiedenheit der konstanten Schmelzpunkte der einzelnen 
Priiparate, daBh sie nicht aus einer einheitlichen chemischen 
Verbindung bestehen, trotz vieler Tatsachen, die dafiir sprechen 
wiirden, sondern aus einem Gemenge; noch mehr geht dies 
aus den Abweichungen hervor, welche die bei der Verseifung 
entstehenden Spaltungsprodukte aufweisen. 

Beriicksichtigt man, daB die angedeuteten Unterschiede 
auch bei den Priiparaten aus Nieren sich vorfinden, so kann 
man wohl aussagen, da®B die aus den beiden erkrankten Me- 
senterien, sowie aus dem Granulationsgewebe dargestellten Sub- 
stanzen im wesentlichen dasselbe sind, wie die aus den Nieren 
gewonnenen. Solche Objekte kiénnen daher ganz gut zum Stu- 
dium der chemischen Eigenschaften dieser doppeltbrechenden 
Substanz mit herangezogen werden. | 


~ 








Doppeltbrechende Substanzen aus pathologischen Organen. 253 


Die Versuche, welche angestellt wurden, um eine Orien- 
tierung tiber die Menge der doppeltbrechenden Substanz in 
erkrankten Organen zu gewinnen, ergaben, dal} diese Mengen, 
wenn auch sehr verschieden, doch immerhin recht betriichtlich 
sein konnen. 

Die Untersuchung der bei der Verseifung entstehenden 
Produkte hat auch gegeniiber meiner ersten Mitteilung manch 
neue Resultate zutage gefordert. 

Zuniichst wurde die ‘Tatsache festgestellt, da®B an dem 
Aufbau des Estergemenges nicht eine Siiure. sondern deren 
mehrere beteiligt sind. Man wird wohl nicht fehlgehen, wenn 
man schliefit, dai die Hauptmenge dieser Siiuren aus Stearin- 
siture und Palmitinsiiure besteht; dafiir spricht das Verhalten 
des Siiuregemenges gegen Losungs- und Fiillungsmittel, das 
Aussehen, der Schmelzpunkt und in einem Falle die Bestimmung 
des Aquivalentgewichtes. In einigen, aber nicht in allen Fallen, 
war, wie das Verhalten gegen Brom beweist, eine ungesiittigte 
Siiure vorhanden, also wohl wahrscheinlich Olsiiure. 

Unter den dem Estergemenge zugrundeliegenden Alkoholen 
spielt jedenfalls das Cholesterin eine grofbe Rolle. Das Cho- 
lesterin konnte aus fast allen Priiparaten, welche daraufhin 
untersucht wurden, rein, mit allen charakteristischen Eigen- 
schaften erhalten werden. Es ist aber nicht der einzige Alkohol, 
und ich glaube in dem oft farblosen Ole, das im unverseifbaren 
Kiieckstand neben den Cholesterinkrystallen enthalten war, die 
iibrigen suchen zu miissen. Uber die Mengen des Cholesterins 
geben die Versuche, welche nach der Methode von Parker 
Me. Hhiney durchgefiihrt wurden, einigen AufschluB. 

Zur Frage, wieweit man die dort erhaltenen Zahlen auf 
Cholesteringehalt beziehen darf, seien zwei Versuche beige- 
bracht. Der eine wurde mit reinem Cholesterin im hiesigen 
Laboratorium von D. V. Mucha durchgefihrt, der mir seine 
esultate zur Verfiigung stellte. Den anderen habe ich mit 
dem in meiner ersten Mitteilung beschriebenen Elaidinsiiure- 
cholesterinester angestellt. 

0,1831 g Cholesterin verbrauchten fiir addiertes Brom 
‘7 cem Thiosulfat (1 ccm Thiosulfat = 0,12470 ccm Normal). 
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Durch ein Grammolekiil Cholesterin (C,,H,,0) = 384,352 » 
wurden demnach 2,006 Gramm-Atome Brom addiert. 

Q.1858 g Elaidinséurecholesterinester verbrauchten fiir ad- 
diertes Brom 8.4 ccm derselben Thiosulfathisung: ein Gramm- 
molekiil des Esters (C,,H,,0,) = 648,608 g addierte demnach 
3,64 Gramm-Atome Brom. 

Lieferte das Cholesterin einen mit der Theorie tadellos 
stimmenden Wert, so lift die Ubereinstimmung bei dem Ester 
des Cholesterins mil der ungesiittigten Siiure einiges zu wiinschen 
iibrig, und dieser Versuch mahnt zur Vorsicht, wenn aus den 
bei doppeltbrechender Substanz gefundenen Zahlen auf die darin 
enthaltene Cholesterinmenge geschlossen werden soll. Das eine 
jedoch geht mit Sicherheit aus diesen Zahlen hervor, dal das 
Cholesterin nicht den einzigen Alkohol des Estergemenges bildet; 
denn selbst wenn man die Olsiiure vernachliissigt und annimmt, 
dafs auber dem Cholesterin kein ungesittigter Alkohol mehr 
vorhanden ist, so ist immer noch bedeutend weniger Brom 
addiert worden als zwei Atome auf ein Molekiil Ester. 

Noch sicherer ist dies aus dem einen Versuch zu sehen, 
in welchem im unverseifbaren Riickstande die Menge des ad- 
dierten Broms bestimmt wurde. Ich unterlasse es absichtlich, aus 
diesem einen Versuch weitere Schliisse zu ziehen, da ein Ver- 
such zur Beweisfiihrung nicht geniigt: seine Resultate aber sollen 
mir die Wege zur Fortsetzung der Untersuchungen weisen. 





Uber das Psyllawachs. 
IV. Mitteilung. 


Die Psyllasaure und einige ihrer Salze. 


Von 
Ernst Edw. Sandwik. 


= 


(Der Redaktion zugegangen am 7 


. Dezember 1907.) 


Meine bisherigen Veroffentlichungen tiber die Psyllasiure 
haben sich noch nicht auf die Salze dieser Siiure bezogen. Ich 
will daher hier einige Analysen verschiedener Salze kurz folgen 
lassen. 

Wie ich schon friiher bemerkt habe, ist die Psyllasiure 
eine «sehr schwache Siiure». Sie ist in den meisten Lésungs- 
mitteln in der Kite fast unléslich, so in Wasser, Alkohol und, 
doch etwas leichter, in Ather. In heifem Alkohol, Ather, 
Chloroform und besonders in Benzol ist sie léslich. Die alko- 
holische Lésung reagiert nicht sauer; die Siiure ist also kaum 
ionisiert. Man mufi darum, um Salze darstellen zu kénnen, 
in besonderer Weise vorgehen, um so mehr, als alle Salze der 
Saure unldslich sind. 

Zur Darstellung der Alkalisalze wird die alkoholische LOsung 
der Séure zu alkoholischer Alkalilésung heif und unter Umrtihrung 
zugesetzt, oder umgekehrt. Das Salz scheidet sich hierbei aus 
und noch besser nach Verdiinnung der Losung mit Wasser. 
Nach dem Auswaschen auf dem Filter, erst mit Wasser, dann 
mit kaltem, zuletzt mit heiBem Alkohol, ist das Salz rein. Es 
wird im Vakuum iiber Schwefelsaéure, dann im Luftbade bei 
100-——110° getrocknet. 

Das Baryum-, bezw. Silbersalz wird in der Weise dar- 
gestellt, daf& die noch heife Lésung der in absolutem Alkohol 
geldsten Saéure zu einer mit wenig Wasser und mdglichst viel 
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heibem Alkokol bereiteten Baryumchlorid bezw. Silbernitrat- 
ldsung unter Umriihrung zugegossen wird. Vermittelst eines 
Glasstabes wird eine Spur Ammoniak zugefiihrt. Man ver- 
diinnt mit Wasser, laBt einige Zeit stehen, filtriert, wascht erst 
mit Wasser, dann mit kaltem und zuletzt mit heiBem Alkohol. 
damit etwaige Spuren der freien Siure ausgezogen werden. 
Das Silbersalz schwiirzt sich nicht wiihrend der Darstellung 
im Lichte: auch nicht beim Trocknen bei 100° C. im Luft- 
bade. Von heifem Benzol, das ich anfangs anstatt des Alkohols 
brauchte, wird das Salz geschwiarzt, wahrscheinlich durch kleine 
Verunreinigungen des Benzols. Es war mikrokrystallinisch. 
Hier folgen die Resultate der Analysen: 

A. Das Natriumsalz (zu verschiedenen Zeiten dargestellt): 

0.1664 g des Salzes gaben 0,0232 g Na,SO, = 0,007515 g Na = 4,52°) 
0,402 >» >» >» . 0056 > » =0,01814 >» » = 45129, 
C,,H,,0, -Na erfordert 4,46°/o Na 

B. Das Baryumsalz: 

0,1875 g des Salzes gaben 0,040 g BaSO, = 0,02352 g Ba = 12,54°/o 
Cy,H,,0, - Ba/, erfordert 12,20°/o Ba. 
C. Das Silbersalz: 
0,2842 g des Salzes gaben 0,0532 g Silber = 18,33°/o Ag 
(Mit Benzol behandelt). 
0.1176 g gaben 0,0214 g Ag = 18,19°%0 Ag 
C,3H,;02 - Ag erfordert 17,97 °/o. 

Kine Berichtigung scheint auch hier am Platze zu sein, 
um etwaige Irrtiimer hinsichtlich der Esternatur des Psylla- 
wachses zu_ beseitigen. 

Ich habe in meiner ersten Veroffentlichung iiber diesen 
Gegenstand angegeben, daf} das Psyllawachs durch alkoholische 
Kalilauge nicht verseift werde, und habe diese Angabe auf die 
Tatsache gestiitzt, daB die Substanz, nach Behandlung mit 
solcher Lauge, Auswaschung und Trocknung, denselben Schme!z- 
punkt zeigte wie friiher. Dies ist jedoch nicht der Fall. [as 
Produkt besteht nimlich dann etwa zur Hiilfte aus dem un- 
léslichen Kaliumsalz der Psyllasiiure, von dessen Existenz ich 
damals keine Kenntnis besafB. Es hat sich spiiter gezeigt, (ab 
in dieser Weise die Verseifung sehr wohl zustande kommt, wenn 
auch weniger vollstindig und langsamer, als bei der Behand- 
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lung mit Bromwasserstoffsiure, welche letztere Methode ich 
darum stets vorgezogen habe. Nur muf dann die Mischung 
yon Alkohol und Séaure in alkoholischer Lésung mit einer 
Lésung von Chlorbaryum und sehr wenig Baryt gefallt und in 
gewohnlicher Weise behandelt werden, um die beiden Stoffe 
isolieren zu kOnnen. 

Nur der Mangel an Substanz hat diesen Irrtum ermdglicht. 


In der Mitteilung III, Bd. XXXII dieser Zeitschrift, S. 357 
unten ist bei der Molekularbestimmung nach Beckmann 
t°—t? = 0,039 weggelassen. 


Helsingfors, Physiologisch-Chemisches Institut. 
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Uber neue Verbindungen von Aminosauren und Ammoniak. 
II. Mitteilung. 


Von 
Peter Bergell und Johannes Feigl. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1907.) 


Der totalen Hydrolyse der Eiweifk6rper verdanken wir 
die Erkenntnis, daf als Bausteine dieser Naturkérper in letzter 
Linie die Aminosiiuren anzusehen sind. 

Neben den vielen Monoaminosiuren beteiligen sich am 
Aufbau der Proteine die Diaminosiiuren, Oxyaminosiuren und 
Aminodicarbonsiiuren. Diese grofBe Anzahl von Komponenten 
labt uns, namentlich wenn wir sie uns nach Menge und Grup- 
pierung variiert denken, die Vielseitigkeit in der Struktur der 
Eiweibkorper erkennen. Auer diesen Siiuren wird nun ferner 
Ammoniak als Bestandteil der Proteine angesehen, da es eben- 
falls bei der Hydrolyse in die Erscheinung tritt. Aus diesem 
Umstande heraus erkliirt sich das Interesse, das wir den Kom- 
binationen von Aminosiure und Ammoniak entgegenbringen. 

Von Verbindungen dieser Art sind mehrere Typen_ be- 
kannt. Die Amide einfacher Aminosiiuren, wie Glycinamid, 
Leucinamid, Asparagin u. a. sind Verbindungen von einer Amino- 
siiure mit Ammoniak. Der einfachste Vertreter dieser Gruppe, 
das Amid der Aminoessigsiiure, ist bereits seit langer Zeit be- 
kannt. Glycinamid wurde von Heintz!) durch Einwirkung von 
alkoholischem Ammoniak auf Glykokoll dargestellt. In neuester 
Zeit sind Substanzen dieser Art u. a. v. KOnigs?) eingehender 
studiert worden. 

Verbindungen mehrerer Aminosiuren mit Ammoniak im 
Sinne der genannten Gruppierung haben wir durch die 5yn- 
thesen von Emil Fischer kennen gelernt; so Derivate des 
Glycylglycinamids und dessen Homologe. *) 
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Ausgehend von ganz anderen Voraussetzungen wurde 
neuerdings von Bergell*) eine Verbindung beschrieben, in der 
zwei Aminosduren mit ihren Carboxylgruppen durch eine Imid- 
gruppe verkettet sind. Es handelt sich um den einfachsten 
Reprisentanten dieser Klasse, die Kombination von 2 Molekiilen 
Glykokoll mit 1 Molekiil Ammoniak: das Diglycinimid 

NH, — CH, — CO — NH — CO— CH, — NH,. 

Die Synthese dieses Stoffes gelang durch folgende Reak- 
tionen: Chloracetonitril reagiert mit der Monochloressigsaéure 
unter Bildung eines K6rpers, in dem zwei Chloressigsiuren 
durch eine Imidgruppe verkniipft sind. Es ist das Dichlordi- 
acetimid, ein Abkémmling des Diacetimids. 

Dieser Chlorkérper lieferte nun bei der Behandlung mit 
Ammoniak unter bestimmten Kautelen das Hydrochlorat der 
oben erwéihnten Verbindung, welches sich nach einiger Miihe 
analysenrein isolieren lief}. Die neue Verbindung krystallisierte 
cut und gab bei vorsichtiger Behandlung mit Silberoxyd die 
zugehorige freie Base, einen sehr empfindlichen KO6rper von 
gleichwohl guter Krystallisationsfahigkeit. Den Vorgang zeigen 
folgende Formeln: 

Cl. CH, — C = N-+HOOC: CH,Cl 

Cl- CH, - CO — NH — OC. CH, - Cl 

NH, - CH, - CO — NH — OC. CH, - NH, - HCI 
NH, - CH, — CO — NH — OC. - CH, - NH, 

Die Grundlage dieser Synthese bildet also die bekannte 
Reaktion zwischen Nitrilen und Carbonsiuren. 

—C=N-+ HOOC— 
— CO — NH — OC — 

In ihren einfachsten Formen ist diese Anlagerung studiert 
worden von Gautier, Otto und Troéger. Gautier erhielt 
durch Einwirkung von Acetonitril auf Essigsiiure bei 200° unter 
Druck Diacetimid. ) 

CH, -C =N-+-HOOC- CH, 
CH, - CO — NH — OC - CH, 
Otto und Troéger stellten in aéhnlicher Weise aus Propionitril 
und Propionsiiure das Dipropionimid 
CH, - CH, -CO — NH — OC. CH, - CH, 
dar.*) Spaterhin wurde durch eine ganze Reihe von Arbeiten, 
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besonders auch in der aromatischen Chemie der beschriebene 
Vorgang als allgemein gekennzeichnet. K6nig und Tréger 
libertrugen diese Reaktion auf Chloressigsiiure und gelangten 
in déihnlicher Weise zum Dichlordiacetimid, wobei sie freilich 
die Beobachtung machten, dai bei den halogensubstituierten 
Produkten der Vorgang im ungtinstigen Sinne beeinflu{t wurde. ‘) 

Bei der von Bergell ausgeftihrten Synthese des Diglycin- 
imids bestand die Aufgabe wesentlich in der allerdings experi- 
mentell recht schwierigen Amidierung des Chlorkorpers. 

Fiir die Ubertragung auf die EiweiBchemie haben diese 
synthetischen Studien einstweilen nur ein eng umschriebenes 
Interesse. Ks kommen ausschlieBlich die Beziehungen zu dem 
sogenannten «Amidstickstoff> der EiweiBkérper in Frage, wenn 
man von der rein theoretischen Bedeutung absehen will. Der 
«Amidstickstoff» tritt auf bei den gewoéhnlichen Eiweibstoffen 
des Tierkérpers, z. B. Casein, *) Serumalbumin,?) Ovalbumin, !°) 
u. a. Er wird ferner beobachtet bei pflanzlichem Reserve- 
eiwei}, so bei Edestin,!!) Gliadin!?) und Zein.') Die einzige 
Gruppe von Eiweibkérpern, bei denen er bisher nicht beobactet 
wurde, sind die Protamine!*) (Clupein, Salmin), die ja auch 
sonst eine Sonderstellung einnehmen, und, nach ihren Kompo- 
nenten beurteilt, sowohl chemisch als auch physiologisch zu 
eigenartigen theoretischen Anschauungen tiber ihre Natur ge- 
fiihrt haben. 15) Was die Quantitiét des Amidstickstoffes anbetrillt, 
sO wissen wir, dai sie zwischen 8 und 16 °/o des Gesamtstick- 
stoffs schwankt. Es geht aus alledem hervor, da wir in dem 
Ammoniak einen integrierenden Bestandteil — von keineswegs 
sekundirer Natur — der jeweiligen Eiweibkorper, bei dere! 
Hydrolyse er auftritt, zu sehen haben. 

Betrachten wir nun die Wege, die die synthetische Eiweil- 
forschung eingeschlagen hat, und vergegenwiirtigen wir uns 
die Eigenschaften der kiinstlichen Polypeptide, die wir den Syn- 
thesen Emil Fischers und seiner Mitarbeiter verdanken, s0 
sehen wir, dal} diese komplizierten Produkte namentlich in 
héheren Reihen eine ausgesprochene Ahnlichkeit mit den natiir- 
lichen Eiweifkérpern aufweisen. Hierhin gehéren die Fallungs- 
und die Farbenreaktionen, die wir bestimmten Gruppen im 
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Molekiil der nativen Proteine zuschreiben.!°) Beriicksichtigen 
wir nun ferner die Ergebnisse der Fermentchemie, so sehen 
wir, dafi die Synthese uns eine Reihe von Kombinationen ge- 
liefert hat, die in iihnlicher Weise wie die natiirlichen Produkte 
gespalten werden. Allerdings haben die Versuche, die kiinst- 
lichen Polypeptide der Fermentwirkung zu unterwerfen, uns 
gezeigt, da nicht alle wahllos synthetisierten Kombinationen 
im Sinne der natiirlichen Enzyme <biologisch» sind. 1%) 

Vergegenwiirtigen wir uns schlieBlich, dafi es durch exaktes 
und vorsichtiges Arbeiten gelungen ist, bei der Hydrolyse der 
Proteinstoffe K6rper zu isolieren, die mit den kiinstlichen Pep- 
tiden sich als identisch erwiesen, !8) so ist nicht mehr zu zweifeln, 
daf die Peptidbindung die héufigste und somit wichtigste Bin- 
dung der Aminosduren im Eiweifimolekiil ist. 

Fiir die Frage nach der Anordnung des leicht abspalt- 
baren Ammoniaks, des «Amidstickstoffs», sind nun alle theo- 
retischen Kombinationen von Aminosiiuren und Ammoniak von 
Bedeutung. Auf Grund der oben skizzierten Ergebnisse erschien 
es auch von Interesse, nach Stoffen zu suchen, die neben 
der Peptidbindung noch Amidstickstoff enthalten und somit 
im gewissen Sinne den Amiden der Polypeptide vergleichbar 
wiiren. Daher haben wir Substitutionsprodukte des Diglycin- 
imids eingehender untersucht und einige neue Verbindungen 
synthetisiert. 

Die Existenz des Diglycinimids ist von Bergell nachge- 
wiesen worden durch Synthese und Analyse der Base und ihres 
Hydrochlorates (1. c.). Einstweilen ungelést blieb das Problem, 
die neue Verbindung in ihre Bausteine — 2 Molekiil Glykokoll 
und 1 Molekiil Ammoniak — aufzuspalten. Gegen Séuren war 
die Substanz widerstandsfihig, gegen Alkalien in jeder Form 
ungemein empfindlich. 

Die erste Aufgabe bestand also darin, die von Bergell 
beschriebene Verbindung so zu zerlegen, dafi durch Analyse 
der Bestandteile die Konstitution sichergestellt werden konnte. 
Wir unterwarfen zundchst das Diglycinimid der Behandlung 
mit Salzsiure unter Druck, um das Molekiil an der Imidgruppe 
zu zersprengen. Dieser Versuch gelang nicht. Nach mehr- 
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stiindigem Erhitzen mit Salzséure vom spezifischen Gewicht 1,19 
im EinschluBrohr auf 120° wurde eine Substanz von gleichem 
Schmelzpunkt und gleichem Chlorgehalt zuriickgewonnen. Zwei- 
fellos war eine Spaltung in Ammoniak und Glykokoll nicht ein- 
getreten, wie der ergebnislose Versuch, die Aminoséure zu iso- 
lieren, zeigte. Bei weiteren Versuchen wurde Zersetzung der 
Substanz und Bildung von Salmiak konstatiert, ohne dab Gly- 
kokoll einwandfrei nachgewiesen werden konnte. 

Ferner versuchten wir das Diglycinimid unter den ver- 
schiedensten Bedingungen mit Alkalien zur Reaktion zu bringen. 
Dabei ergab sich, dai bei der Behandlung mit Natronlauge in 
der Wiirme bereits 2/s des gesamten Stickstoffs als Ammoniak 
ausgetrieben wurden und durch Titration bestimmbar waren. 
Denselben Erfolg erzielten wir mit Baryumhydroxyd und Calcium- 
hydroxyd in der Wirme. Natronlauge ist bereits in der Kalte 
wirksam, wie der Versuch in der Anordnung nach Schlosing 
beweist. Relativ bestindig ist Diglycinimid in der Kialte gegen 
Magnesiumoxyd und Natriumbicarbonat. Das ist wichtig, weil 
es auf diesem Wege moglich ist, die so empfindliche Base mit 
Siiurechloriden zur Reaktion zu bringen. Waren also die Ver- 
suche, das Diglycinimid selbst in seine Komponenten zu zer- 
legen, durchaus erfolglos, so gelang es, an einem Substitu- 
tionsprodukt, namlich dem Benzoyldiglycinimid, einem Korper, 
den wir bei weiterem Studium der Base darstellen konnten. 

Die Zerlegung des Benzoylkérpers wurde in schonender 
Weise mit ganz verdiinnter Natronlauge zur Ausfiihrung ge- 
bracht. Dabei resultierten zwei in der Natur vorkommende 
Aminosiuren, einerseits die Hippursaéure, anderseits Glykokoll 
und schlieBlich 1 Molekiil Ammoniak. Abgesehen davon, dab 
die Aufspaltung bei guten analytischen Resultaten, in durchsich- 
tiger Weise vor sich gegangen ist, erweist sich also der Benzoy!|- 
kérper als eine Kombination von Aminoséuren und Ammoniak. 

C,H, - CO — NH- CH, - CO — NH — OC: CH, - NH, 





C,H, - CO — NH- CH, - COOH | NH, | HOOC.- CH, - NH, 
Der niichste Teil unserer Versuche bestand darin, Bei- 
triige zur Chemie des Diglycinimids zu liefern und seinen Cha- 
rakter wenigstens in den Umrissen festzustellen. Wir studierten 
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das Verhalten als Base und beschreiben einige Salze, von denen 
als besonders typisch das Platinsalz und das Pikrat genannt 
seien. Die Salze sind ganz allgemein nach dem Typus des 
Chlorhydrats gebaut, zeigen also, dai nur eine der beiden 
endstindigen Aminogruppen salzbildende Eigenschaft hat. Hierfiir 
dienen als Belege die Analysen beider genannter Salze. 

Wie schon erwiihnt, laiBt sich das Diglycinimid bei Gegen- 
wart von Natriumbicarbonat acylieren. Wir stellten dar: den 
bereits erwahnten Benzoylkorper, ferner das Carbithoxylderivat, 
welches in ihnlicher Weise wie bei den Aminosiiuren!*’) schon 
krystallisiert ist. 

Fernerhin gelang es, Diglycinimid mit Chloracetylchlorid 
zur Reaktion zu bringen und so die Vorstufe fiir ein einfaches 
Peptid darzustellen, das durch die Imidgruppe mit einem weiteren 
Molekiil Glykokoll verkniipft ist. Ftir die Synthese dieser KOrper 
ist zu bemerken, dal} sie nur bei Gegenwart von Natrium- 
bicarbonat ausfiihrbar ist. Ein grundlegender Unterschied gegen- 
iiber dem gleichen Verfahren bei den Aminosiiuren beruht je- 
doch darin, dafs die entstandenen Acylderivate indifferente Korper 
sind und aus der schwach alkalischen Loésung direkt zur Ab- 
scheidung gelangen. Als Niederschliige wurden erhalten der 
Benzoylkérper und bei entsprechendem Arbeiten auch der Chlor- 
acety|kérper. Eine Ausnahme bildet nur das leichter ldsliche 
Carbathoxylderivat, welches dem Verdunstungsriickstande durch 
Aceton entzogen werden mubte. 

Bei der bisherigen Arbeitsweise ist es uns nicht gelungen, 
das Diglyecinimid mit B-Naphtalinsulfochlorid zur Reaktion zu 
bringen; ferner mufiten wir von dem Versuche abstehen, in 
der tblichen Weise den Brompropionylrest —- die Vorstufe 
der Alanylgruppe — mit der Base zu verkuppeln. 

Die dargestellten Acyiierungsprodukte sind samtlich durch 
Analysen sichergestellt und lassen die Muttersubstanz mono- 
substituiert erscheinen. Wir haben uns jedoch auch bemiht, vor- 
‘aufig ohne den gewiinschten Erfolg, zu Disubstitutionsprodukten 
zi kommen. Einmal versuchten wir die Benzoylierung mit der fiir 
2 Molekiile berechneten Menge Siiurechlorid; ferner unterwarfen 
wir den fertigen Benzoylkiérper der Behandlung mit Eisessig 
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oder mit Essigsiiureanhydrid und Natriumacetat, ohne jedoch 
neue Derivate zu erhalten. Vielmehr wurde durch diese und 
noch mehr durch stirkere Reaktive der Benzoylk6rper zer- 
stort. Fiir unsere theoretischen Anschauungen tber das Diglycin- 
imid sind diese Umstiénde insofern von Bedeutung, als wir uns 
fragen miissen, ob ein solches Verhalten abnorm ist oder in 
der organischen Chemie seinesgleichen hat. Wir erinnern zu- 
niichst an das Guanidin, welches mit einer Aminogruppe eine 
starke Base ist, dessen Salze also allgemein nach demselben 
Typus gebaut sind. 

Die in das Gebiet der EiweiBchemie gehorigen Diamino- 
siiuren zeigen ein dihnliches Verhalten. Freilich kann man ein- 
wenden, dafi ihr chemischer Charakter wesentlich beeinflulit 
wird durch die saure Carboxylgruppe und daf damit die Funk- 
tionen der Aminogruppen einer Modifikation unterliegen. Ks 
modgen gleichwohl dhnliche Verhaltnisse bei unserem Diglycin- 
imid durch die Gruppe — CO-NH-CO — geschaffen sein. 

Hinsichtlich der Diaminoséuren sei auf ihre Salze_ ver- 
wiesen, die von einer Reihe von Forschern § studiert wurden. 
Schulze undSteiger,?°) Steudel,?!) Gulewitsch,??) Hedin,” ) 
und Riesser?*) beschreiben Monoderivate des Arginins, Orni- 
thins und der Diaminovalerianséure. Bei genannten Korpern 
sind das Monopikrat und das Monopikrolonat wohl definierte 
Salze. Nach Kutscher ist das r-Argininmononitrat charak- 
teristisch und schwer léslich. Monobenzoyllysin — aus Lysur- 
siiure — ist beschrieben worden.*5) Riesser schlieflich be- 
schiftigte sich damit, die genannten Hexonbasen in B-Naphtalin- 
sulfoderivate tiberzufiihren. Er konstatierte, daf Arginin nur 
ein Molekiil zu binden vermag und ferner, da die Naphtalin- 
sulfok6rper in der Reihe der Hexonbasen schwerer darstellbar 
und von weniger giinstigen analytischen Eigenschaften sind, 
als bei den Monoaminosauren. 

Kine fernere Aufgabe sahen wir darin, ausgehend vom 
Chloracetyldiglycinimid im Sinne der bekannten Dipeptidsynthese 
aus Chloracetylalanin zu einem Koérper zu gelangen, der das 
einfachste peptidartige Derivat unserer Base wire. Die 
Amidierung ergab jedoch nicht die erwartete Verbindung 
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NH, - CH, - CO — NH- CH, - CO — NH — OC - CH, - NH, 

sondern einen um ein Molekiil Ammoniak iirmeren Korper. 
Zur Aufklirung der Konstitution dieses Stoffes haben wir 

einige Versuche angestellt. Zunachst ergab die Bestimmung 
des Molekulargewichtes der Theorie entsprechende Resultate. 
Vom Glycinanhydrid, ?°) dessen Analysenwerte sehr nahe liegen, 
unterscheidet sich die neue Verbindung durch die grobe L6és- 
lichkeit in Wasser, Krystallform und den scharfen, 50° tiefer 
liegenden Schmelzpunkt. Folgende Konstitutionsformeln scheinen 
in Betracht zu kommen: 

1. CH,-CO— NH-CH,-CO—N— OC- CH, - NH, 


2. CH,-CO—NH-CH,—C=N—OC.- CH, - NH, 
Q 
3. CH, -CO— NH-CH,-CO— NH — OC.- CH, - NH 


oder im andern Sinne geschrieben: 


6. 
NH 
2 «0% OC 5. 
Pid %, 
8. CH, CH, 4. 
*% / 
9, NH NH 3. 


\ Fh 
CH, - CO 
1. 2. 

Die erste Formel stellt ein Glycinanhydrid dar, das als 
Seitenkette einen Glycylrest trigt. Die zweite zeigt einen Ring- 
schluB, indem die Siureimidgruppe einer tautomeren Formel 
entsprechend reagiert hat. Die dritte Formel reprasentiert 
einen Neunring von 6 Kohlenstoff- und 3 Stickstoffatomen, der 
beziiglich des Wechsels dieser Elemente symmetrisch ist. 

Gegen die ersten beiden Formeln abt sich einwenden, 
daS der neue K6érper nicht basische, sondern neutrale Eigen- 
schaften besitzt, denn der Versuch einer Benzoylierung blieb 
erfolglos. Die dritte Formel widerspricht diesen Tatsachen 
nicht ohne weiteres, wenngleich sie die Gruppierung 

—~ Ch, — i 
enthilt. Sie bietet entfernte Ahnlichkeit mit der Piperidin- 
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synthese aus Pentamethylendiamin nach Ladenburg.#") Noch 
besser verstindlich wird uns der Ringschluf, wenn wir an die 
Kondensation von ¢-Chloramylamin zum Piperidin nach Gabriel] 
denken. ?°) 

Mehrgliederige heterozyklische Ringe haben wir in neue- 
rer Zeit kennen gelernt. Wir verweisen auf eine Studie von 
Bischoff?9) aus der jiingsten Zeit. Unsere Anschauung tiber 
den 9-Ring hat eine wesentliche Bereicherung erfahren, als ganz 
kiirzlich Zelinsky °°) Derivate des Cyclononans beschrieben hat, 
denen ein neungliedriges carbozyklisches System zugrunde liegt. 

Hier will ich auch der Versuche gedenken, Diglycinimid 
und Benzoyldigicinimid durch Fermente zu_ spalten. 

Die Versuchsanordnung war die tibliche, wie sie bei den 
Peptiden zur Ausfiihrung gelangt. .Wir haben gepriift die Ein- 
wirkung von Magensaft und Pankreassaft, der in bekannter 
Weise durch Diinndarmschleimhaut aktiviert wurde.  Jedoch 
hatten diese Versuche bisher ein negatives Ergebnis. 

Ferner versuchten wir die von Bergell aufgefundene 
Reaktion zu verallgemeinern. Ein weiteres Beispiel aus der 
Reihe des Diglycinimids war zuniichst das Alaninglyeinimid. 

NH, - CH, -CO — NH — OC. CH — NH, 
a, 

Fiir die Darstellung dieses KOrpers, der also Alanin und 
Glykokoll durch eine Imidogruppe gebunden enthalten sollte, 
waren im Sinne der Synthese zwei Wege mdglich. Kin Chlor- 
koérper, der wie das Dichlordiacetimid bei Darstellung des Di- 
glycinimids als Vorstufe hatte dienen kénnen, war in der 
Literatur nicht bekannt. Die Anlagerungsreaktion konnte aus- 
gefiihrt werden einmal mit Chloracetonitril und a-Halogen- 


proplonsdure: 
Cl- CH, -C — N-+ HOOC- CH- Cl 
| 
I CH, 
Die andere Moglichkeit war, a-Halogenpropionitril mit Chlor- 


essigsdure zu kuppeln: 
Cl-CH- CG = N-+ HOOC.- CH, - C1 


| 
CH, 


Il 
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Im Sinne von | versuchten wir Chloracetonitril und 
a-Brompropionsdure miteinander zu verkuppeln. Wir konnten 
feststellen, da der Reaktionsverlauf in diesem Falle durchaus 
ungiinstig ist und eine Isolierung des eventuell entstandenen 
Halogenkérpers nicht erlaubt. Bereits nach wenigen Stunden 
wurde das Gemenge, selbst bei nur 100°, stark dunkel. Erst 
nach Wochen setzten sich aus dem dicken Ole wenig Krystalle 
ab, die nicht einheitlicher Natur waren und aus denen wir eine 
ceringe Menge Chloracetamid durch Schmelzpunkt und Aus- 
sehen nachweisen konnten. 

Fiir den zweiten Weg bedurften wir des Nitrils der a-Chlor- 
propionsaéure, welches zwar in der Literatur beschrieben, dessen 
Darstellung aber umstiindlich und kostspielig ist. Otto *) und 
Beekurts gewannen aus dem a-Chlorpropionsiiureester das 
zugehorige Amid, erhitzten es mit Phosphorpentoxyd und er- 
hielten so auf dem allgemeinen Wege das gesuchte Nitril. 

(1+ CH(CH,) - COO — C,H, 
Cl. CH - (CH,)CO - NH, 
Cl- CH(CH,)-G=N 


Nun bietet sich noch ein anderes Verfahren zur Dar- 
stellung von Chlorpropionnitril, némlich durch Einwirkung von 
Milchséurenitril auf Phosphorpentachlorid. Das Ausgangs- 
produkt ist als Aldehydeyanhydrin leicht zuginglich und so er- 
schien dieser Weg aussichtsvoll. L. Henry,**) der auf diese 
Reaktion hingewiesen hat, macht jedoch keine naheren An- 
gaben. Wir beschreiben im experimentellen Teil den von uns 
beschrittenen Weg zur Darstellung des gesuchten Nitrils. 

HO — CH — C=N-+ PCI, 
Gu, 
Cl- CH(CH,)- C= N 

Die Synthese des neuen Chlorkérpers gelangt nun im 
Sinne der umseitig aufgefiihrten Formel II mit guter Ausbeute 
und fiihrte zu einer wohldefinierten Substanz, die wir als Methyl- 
dichlordiacetimid bezeichnen. 

Cl- CH - CO — NH — OC - CH, : Cl 


| 
CH, 
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Die Umwandlung in den zugehorigen amidierten Korper 
ist dagegen wesentlich schwieriger als beim Diglycinimid. Die 
Einwirkung von Ammoniak verliuft ungemein stiirmisch und 
fiihrt in der Wiirme zu einer Spaltung, indem das Molekiil an 
der Imidogruppe zersprengt wird. Es handelt sich dabei also 
um eine Zersetzung, ohne dal vollstindige Amidierung eintritt. 
Als Beleg hierfiir nennen wir, dab es gelang, Chloracetamid 
aus der Reaktionsfliissigkeit durch Schmelzpunkt und Analyse 
zu identifizieren. 

Wird die Reaktion dagegen in vorsichtiger Weise bei guter 
iuberer Kiihlung zur Ausfthrung gebracht, so gewinnt man in 
geringer Ausbeute ein Hydrochlorat, das sich mit der Formel 
eines Alaninglycinimids in Einklang bringen 1JabBt. 


Experimenteller Teil. 


Um den chemischen Charakter des Diglycinimids niiher 
zu studieren, mubten wir grdBbere Mengen des Chlorhydrates 
bereiten und deshalb versuchen, die bei der bisherigen Arbeits- 
weise nur ungeniigende Ausbeute zu vergrOfern. 

Was zuniichst die Darstellung von Chloracetonitril aus 
Chloracetamid und Phosphorséureanhydrid nach bekannter all- 
gemeiner Methode angeht, so leidet sie an dem Ubelstande, 
dal} bei der Destillation unter dem gewohnlichen Vakuum der 
Wasserstrahlpumpe erhebliche Mengen Chloracetamid der Reak- 
tion entgehen. Bei einem Druck von 12—15 mm Quecksilber 
findet bereits schnelle Sublimation dieses Korpers statt; locker 
zusammenhiingende Krystallmassen erfiillen Hals und Destilla- 
tionsrohr des Kolbens und gelangen in das Destillat, dessen 
Reinigung dadurch erschwert wird. Diesen Ubelstand vermeice! 
man, wenn man das Reaktionsgemisch, 100 g Chloracetamid 
(wohlgetrocknet und gepulvert) und 200 g Phosphorpentoxyd, nach 
gutem Durchschiitteln unter einem Drucke von 120—150 mm 
Quecksilber erhitzt, bis die Masse zusammengesunken ist und 
unter Gelbfiirbung anniihernd homogen erscheint. Senkt man 
nunmehr das Vakuum auf den gewohnlichen Druck, 12—15 mm, 
so findet lebhafte Destillation statt. Das Nitril geht in wenigen 
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Minuten wasserklar tiber, ohne mit Chloracetamid verunreinigt 
zu sein. Ausbeute wechselnd 65—70 g*) ca. 80°/o. 

Fiir die Anlagerung der Chloressigsiiure an das Chlor- 
acetonitril hat sich ergeben, daf die Reaktionstemperatur mit 
Vorteil tiefer gehalten werden kann, als es in den ersten Ver- 
suchen geschah. Dadurch wird die Briiunung des Rohrinhaltes 
vermieden und die nachtrigliche Reinigung des Reaktions- 
produktes erheblich erleichtert. 

Molekulare Mengen Chloracetonitril (frisch tiber Phosphor- 
pentoxyd rektifiziert) und Chloressigsaure (grob zerrieben und 
sorgfaltig im Exsikkator getrocknet) werden gemischt. Dabei tritt 
starke Unterkiihlung ein. Das Gemenge wird im geschlossenen 
Rohre 40 Stunden auf 105° erhitzt. Die beste Ausbeute (bis 
zu 70%/o) wurde erhalten, wenn das Erhitzen im SchittelschieB- 
ofen vorgenommen wurde. Statt dessen konnte — mit ge- 
ringerer Ausbeute — ein flacher Blechkasten Verwendung finden, 
in dem die Rohre auf einer Art Rost horizontal in gesattigter 
Kochsalzl6sung erhitzt wurden. 

Nach dem Erkalten ist der gesamte Rohrinhalt zu einer 
nur ganz schwach gefarbten Krystallmasse erstarrt, deren Rei- 
nigung sich folgendermafen gestaltet: 

Das Rohprodukt wird mechanisch aus dem Rohre ent- 
fernt, in der Reibschale mit Ather griindlich verrieben, auf 
dem Saugfilter gesammelt und noch ein paarmal mit Ather nach- 
gewaschen. So wird das Dichlordiacetimid in schneeweifen 
Krystallen erhalten und ist ohne weitere Behandlung zur Ami- 
dierung geeignet. Ausbeuteversuche: 

39 g Chloracetonitril 

50 » Chloressigsaure 
ergeben bei 40stiindigem Erhitzen im SchiittelschieBofen 62 g 
reines Dichlordiacetimid. Ausbeute 69°/o. 

73 g Chloracetonitril 

94 » Chloressigsaure 


*) Uber eine ahnliche Beobachtung — betreffend die Darstellung 
on Dichivracetonitril aus Dichloracetamid und Phosphorséiureanhydrid — 
berichten W. Steinkopf und L. Bohrmann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XL, S. 1633. 
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ergeben nach 4Qstiindigem Erhitzen im Kochsalzbade 90 g reines 
Dichlordiacetimid. Ausbeute 54°/o. 

Die Umsetzung zum Diglycinimidchlorhydrat wird nach 
Bergell durch Sieden mit 25°%/oigem wisserigem Ammoniak 
am Riickflubkiihler vollzogen. Jedoch wird hierbei nur eine 
geringe Ausbeute erzielt, indem durch nebenher verlaufende 
Reaktionen ein Teil des Chlorkérpers unter Braunfiirbung zer- 
setzt wird. Die Amidierung kann mit Vorteil schonender aus- 
gefiihrt werden, wenn man gepulvertes Dichlordiacetimid in 
die doppelte Gewichtsmenge 25°/oigen wisserigen Ammoniaks 
bei gewOhnlicher Temperatur langsam und unter stetem Schiitteln 
eintrigt. Das Reaktionsgemisch fiirbt sich leicht gelb und er- 
wiirmt sich ein wenig:; falls nicht von selbst vélliige Lésung 
eintritt, so erwiirmt man ganz kurze Zeit auf dem Dampfbade 
und bringt im Vakuum bei 45° vollig zur Trockene. Die Iso- 
lierung des Diglycinimidchlorhydrates geschah nach den An- 
gaben von Bergell durch Aufnehmen des Riickstandes in wenig 
Wasser und Fiillung mit absolutem Alkohol, ein Verfahren, 
das, zwei- bis dreimal wiederholt, reines Salz liefert. 

Das reine Diglycinimidchlorhydrat ist sehr krystallisations- 
fiihig und erscheint, aus Alkohol gefallt, in verfilzten, feinen 
Niidelchen. Durch langsame Krystallisation aus Wasser lassen 
sich derbe prismatische Tafeln erhalten. Es besitzt rein sauren 
Gesehmack, wie er zum Beispiel auch dem Betainchlorhydrat 
eigen. ist. 

Es bildet eine Reihe schén krystallisierter Salze. 


Diglycinimid-Platinchlorid 
(NH,CH,CO — NH — CO — CH,NH,), - Pt - Cl,. 


Es entsteht aus den Komponenten als gelbe, krystallinische 
Fillung und wird durch Umkrystallisieren aus warmem Wasser 
leicht in Form wohlausgebildeter prismatischer blattchen er- 
halten. Es krystallisiert wasserfrei. 

Zur Analyse wurde das Salz im Vakuum iiber Schwefe!- 
siiure bei gewohnlicher Temperatur zum konstanten Gewich! 


getrocknet. 
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0,2006 g Substanz gaben 0,1056 g CO, 


; » 0,0103 » H,O 
> ° > » 0.0d85 » Pt 
0.1086 » ’ >» 11,41 ccm N (14,5°; 776 mm). 


Berechnet fiir CgH,,N,O,PtCl, (Molekulargewicht 670) : 
C = 14,339 H = 2,67°%0 N = 12,54% Pt = 29,10°o 
Gefunden : 

C = 14,46%o H = 2,58% N = 12,40% Pt = 29,22% 

Cadmiumehlorid und Quecksilberchlorid bilden beim Ein- 
dunsten im Exsikkator Doppelsalze, die gleichfalls schén krystal- 
lisiert sind; jedoch ist ihre Léslichkeit so grof, daB sie als 
illungen nicht erhalten werden. 


Phosphormolybdansaure 


veranlaBt in mifig verdiinnten Lésungen eine gelbe krystalli- 
nische Fillung. Aus warmem Wasser kann das Salz in wohl- 
ausgebildeten dreiseitigen gelben Prismen erhalten werden. 


Phosphorwolframsdure 


ist ein sehr empfindliches Reagens auf Diglycinimidchlorhydrat. 
Bereits in sehr verdiinnten L6sungen bewirkt sie amorphe, 
weibe Niederschliige, die jedoch durch mibig warmes Wasser 
unter Dunkelfirbung zersetzt werden und aus diesem Grunde 
bisher nicht in wohldefiniertem Zustande erhalten sind. 


Diglycinimidpikrat 
NH,CH, - CO — NH— CO- CH,NH, - C,H,(NO,),OH. 

Die Darstellung dieses Salzes gelingt leicht, wenn eine 
10°/oige Lésung des Chlorhydrates mit einem geringen Uber- 
schuf wisseriger Pikrinsdéure versetzt wird. Man erhalt so eine 
massenhafte Fillung von kleinen scharfen Niidelchen. Durch 
Umkrystallisieren aus warmem verdiinnten Alkohol wird das 
Salz in Gestalt prachtvoiler, langer biegsamer Nadeln erhalten. 
im Kapillarrdhrchen erhitzt zeigt die Substanz den Schmelz- 
punkt 231° (unkorr.). 

Zur Analyse wurde das Salz bei gewohnlicher Temperatur 
im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiéure zum konstanten Ge- 
wicht getrocknet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 19 
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0.1479 g gaben 0,1467 g CO, und 0.0909 g H,O 
Q,1852 » » 37,8 ccm N (15°; 755 mm). 
Berechnet fiir C,,H,,O,N, (Molekulargewicht 360): 
C= 33,33 °/o H = 3,33 °%o N = 23,33 °/o 
Gefunden : 
C = 33,199. H = 3.45% N = 23,20°%o 


Diglycinimidpikrolonat 
NH,CH,CO — NH — CO - CH,NH, - C,,H,N,O,. 

Wird eine 10°/vige Lésung des Chlorhydrates mit einem 
geringen Uberschusse von alkoholischer Pikrolonsiiure gefiillt, 
so entsteht ein reichlicher mikrokrystallinischer Niederschlag. 
Durch Umkrystallisieren aus 50°/oigem Alkohol erhilt man wohl- 
ausgebildete spitze Bliittchen. Im Kapillarréhrchen erhitzt zeigt 
das Salz den Zersetzungspunkt 212°. 


Versuch zur Aufspaltung des Diglycinimids durch 
Salzsiure unter Druck. 


1,0 g Diglyeinimidchlorhydrat wurde mit 10,0 cem Salz- 
siiure vom spezifischen Gewicht 1,19 6 Stunden im geschlossenen 
Rohre auf 120° erhitzt. Aus der farblosen Lésung schieden 
sich dann beim Erkalten wohl ausgebildete Krystalle ab, dic 
abgesaugt und mit absolutem Alkohol gewaschen wurden. Nach 
dem Trocknen im Exsikkator betrug ihr Gewicht 0,9 g. Im 
Kapillarréhrehen erhitzt schmolzen die Krystalle bei 238°. Eine 
Mischprobe mit reinem Chlorhydrat gab keine Depression. Dic 
Analyse des Chlorgehaltes stimmte auf unverandertes Ausgangs- 
material. 

O,1950 g Substanz gaben 0,1786 g AgCl 

1,0 g Diglycinimidchlorhydrat wurde mit 20 cem konzen- 
trierter Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) 12 Stunden auf 125° er- 
hitzt. Beim Erkalten wurde fast die gesamte Menge Substanz in 
schénen Krystallen unveriindert zuriick erhalten und wie oben 
isoliert. Bestimmung des Schmelzpunktes und Analyse des Chlor- 
hydrates zeigten, daf auch hier nahezu unveriindertes Aus- 
gangsmaterial vorlag. 

0.1790 g Substanz gaben 0,1462 g AgCl 
Berechnet: 21,20°/o Cl Gefunden: 22,06°/o Cl 
21,609 » 
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Verhalten des Diglycinimids gegen Alkalien. 
Natronlauge in der Kilte. 

0,5 g Diglycinimidchlorhydrat werden mit 30° oiger Natron- 
lange im Apparat nach Schlosing 9 Tage aufbewahrt. Das 
abgegebene Ammoniak entspricht 29,0 ecm !/s-Normalsalzsaure. 
Fiir 1 Molekiil Ammoniak berechnen sich 15,2 ccm dieser Siaure. 
Ks werden also nahezu 2 Molekiile abgespalten. 


Destillation mit verdiinnter Natronlauge. 

0,5 g Diglycinimidchlorhydrat werden mit verdiinnter Natron- 
lauge in bekannter Weise der Destillation unterworfen. Bei 
der Titration des Destillats werden verbraucht 29,4 cem !/5- 
Normalsalzsiure, berechnet ftir 2 Molekiile NH, 30,4 cem!/s-n-HC€1. 

0,200 g Diglycinimidchlorhydrat werden mit 70 ccm !/10- 
Normalnatronlauge destilliert. Die Alkalescenz des Destillats 
entsprach 24,0 ccm 1/10-Normalsalzsiiure, berechnet 24,32 ccm. 


Calciumhydroxyd spaltet in der Kalte kein Ammoniak ab, 
somit kann die Methode Schlésings unter diesen Bedingungen 
nicht zur Anwendung kommen. Magnesiumoxyd bewirkt in der 
\iirme nur ganz allmihlich Zersetzung. Baryumhydroxyd reagiert 
in der Kilte langsam, in der Wérme wie Natriumhydroxyd. 

0,5 g Diglycinimidchlorhydrat in 20 cem Wasser geben 
mit 5 g Baryumhydroxyd im Schlésingschen Apparat nach 
S Tagen eine Ammoniakmenge ab, welche 4,7 ccm !/5-Normal- 
salzsiure entsprach. 

0,1170 g Diglycinimidchlorhydrat werden mit 2 g Baryum- 
hydroxyd in 20 ccm Wasser der Destillation unterworfen. Bei 
der Titration werden verbraucht 13,99 cem !/10-Normalsalzsiure, 
berechnet 14,2 ccm. 

Benzeyldiglycinimid. 
C,H,CO — NH - CH, - CO — NH — OC- CH, - NH, 

3,0 g Diglycinimidchlorhydrat werden in 10 ccm Wasser 
celost und mit einer Auflésung von 1,7 g Natriumbicarbonat 
in 10 cem Wasser versetzt. Man kihlt in Eiswasser gut ab 
und benzoyliert zur Schonung der sehr alkaliempfindlichen Base 
in folgender Weise mit Natriumbicarbonat. Unter guter Kiihlung 

10* 
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und stetem Schiitteln werden abwechselnd 1!/2 Molekiil = 1,7 g 
Natriumbicarbonat und 1,1 Molekiil = 2,5 g Benzoylchlorid 
hinzugegeben. Dabei verschwindet der Geruch des Siure- 
chlorides schnell. Die Benzoylierung kann bei Anwendung 
obiger Mengen in 10 Minuten beendet sein. Es scheidet sich 
ein voluminéser weiber Niederschlag ab, der die Fliissigkeit 
erfillt. Derselbe wird abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser 
gewaschen und scharf abgepreft. Das Filtrat wird erneut mit 
1 Molekiil Benzoechlorid behandelt und wie oben verfahren. 
Die Niederschliige werden vereinigt, nochmals mit kaltem Wasser 
gut nachgewaschen und nach dem Trocknen in heifem Alkoho! 
gelost. Beim Erkalten erscheint der Korper in blendend weifen 
mikrokrystallinischen Aggregaten, er ist sofort analysenrein und 
zeigt im Kapillarréhrehen erhitzt den Schmelzpunkt 231° Aus- 
beute fast quantitativ. 

In Wasser ist der Benzoylk6rper nahezu unléslieh. Bei 
laingerem Kochen geht er unter Zersetzung in Lésung. Er is! 
leicht lislich in hei8em Athylalkohol, schwer in Methylalkoho! 
und kaltem Athylalkohol, nahezu unlislich in Ather, Aceton, 
Chloroform, Benzol- und Petrolither. Er ist indifferent und 
besitzt keinerlei basische Eigenschaften mehr. Im Gegensatz 
zu seinem Stammkorper ist er in der Kiilte gegen verdiinnte 
Alkalilauge leidlich besténdig. Beim Erwirmen wird er gelost 
und in seine Komponenten zerlegt. Verdiinnte Salzsaure is! 
in der Kiilte von keiner, in der Wirme von schwacher Wir- 
kung. Starke Salzsiiure zerlegt den Koérper in seine Kom- 
ponenten, spaltet aber auch die entstehende Hippursaure in 
ihre Bestandteile. Die Benzoylierung ist in verdiinnten L6sungen 
noch gut ausfiihrbar und kann zum analytischen Nachweis des 
Diglycinimids neben seinen charakteristischen Salzen, dem Pikra! 
und dem Platindoppelsalz, Verwendung finden. Zur Analyse wurde 
die Substanz im Vakuum zum konstanten Gewicht getrockne’. 

0,1747 g Substanz gaben 0,3611 g CO, und 0,0780 g H,O 

O,4737 » , >» 26,6 com N (17°; 754 mm). 

Jerechnet fiir C,,H,,0,N, (Molekulargewicht 238) : 
C= 66,17%.e H = 5,53°/o N = 17,87% 
Gefunden : 

C = 56,37% H = 521% N = 17,62°%o 
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Spaltung des Benzoyldiglycinimids. 


2.0 g¢ Benzoyldiglycinimid (fein gepulvertes) werden mit 
50,00 eem Wasser tibergossen, 25,0 ecm Normalnatronlauge 
zugesetzt und 1/2 Stunde auf der Maschine kriiftig geschiittelt. 
Hie entstehende gleichfOormige Emulsion wird im geschlossenen 
(efiB eine Stunde auf 40° erhitzt (Brutschrank), wobei noch 
einige Flocken ungelost zuriickbleiben. Nach fernerem 5stiin- 
digem Stehen in der Kilte, wobei gelegentlich umgeschiittelt 
wird, sind sie vollig verschwunden. Die leichtgefiirbte Fliissig- 
keit wird mit Normalsalzséure schwach angesiiuert. Freiwillig 
erfolgte keine Abscheidung. Dagegen schied eine mit Eis ge- 
kiihlte Probe nach weiterem Zusatze starker Salzsiure beim 
Reiben kleine Krystalle ab. Nun wurde die gesamte Reaktions- 
(jiissigkeit im Vakuum bei 45° auf ein kleines Volumen ein- 
gedampft. Nach 12stiindigem Stehen in Eiswasser hatte sich 
ein krystallinischer weifber Niederschlag abgesetzt, der abge- 
-uugt, gepreBbt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen 
wurde. Das Filtrat wurde im Vakuum vollig zur Trockene 
gebracht, der krystallinische Riickstand mit 20,0 ccm Wasser 
moglichst vollstiindig aus dem Kolben herausgespult und auf 
der Nutsche mit wenig eiskaltem Wasser nachgewaschen. Die 
Anteile wurden vereinigt; thre Menge betrug nach dem Trocknen 
un Exsikkator 1,52 g. Die Substanz erwies sich als stickstofl- 
hallig und zeigte, im Kapillarréhrchen erhitzt, den Schmelz- 
punkt 187° Durch die Analyse wurde erwiesen, dab reine 
Hippursaéure vorlag. 

Zur Analyse wurde das Produkt einmal aus heifem Wasser 
umkrystallisiert und sodann im Vakuum iiber Schwefelsdure 
zum konstanten Gewicht getrocknet. 

0,1848 g Substanz gaben 0,4067 g CO, und 0,0877 g H,O 
Q,1522 » . verbrauchten nach Kjeldahl &3,7 ccm ‘to N.S 
= 0,1171 g N. 
Berechnet fiir CsH,O,N (Molekulargewicht 179): 
C = 60.30% H= 506% WN = 7382" 
Gefunden: 
C = 60,02°%o H = 5,20% WN 7,70" 
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Untersuchung des Filtrats. 


Zur Ammoniakbestimmung wurde die LOsung unter Ver- 
wendung eines Uberschusses von Natronlauge in tiblicher Weise 
der Destillation unterworfen. Der UberschuB an vorgelester 
Normalsiiure wurde mit Rosolséure als Indikator titriert. 


Ks wurden verbraucht: 91,5 cem ‘'/to N.S = 0,155 g NHg. 
Berechnet: 0,145 g NHg. Gefunden: 0,155 g NH. 


In der riickstandigen LOsung wurde nach der bekannten 
Methode das Glykokoll als Naphtalinsulfoderivat bestimmt. 

Die stark salzhaliige LOsung wurde auf 120 cem aufgefiillt, 
genau neutralisiert, mit einer Auflésung von 5,0 g Naphtalin- 
sulfochlorid in 10,0 eem Ather und 9,0 cem Normalnatronlauge 
versetzt. Das Gemisch wurde bei gewohnlicher Temperatur 
auf der Schiittelmaschine in einer Stipselflasche geschiittelt. In 
Intervallen von 1 Stunde wurde noch zweimal dieselbe Menge 
Normalalkali zugesetzt. Nach 4 Stunden wurde von der iithe- 
rischen Schicht im Scheidetrichter getrennt, die wiisserige, noch 
alkalisch reagierende Fliissigkeit filtriert und mit Salzséure tiber- 
siittigt. Das ausfallende Naphtalinsulfoglycin wurde zur Reinigung 
aus heifem Wasser umkrystallisiert und im Vakuumexsikkator 
getrocknet. Es wurden erhalten 1,2 g. Im Kapillarr6hrchen 
erhitzt, sinterte es bei 151° und sechmolz bei 156 °. 

Zur Analyse wurde das Priaparat im Vakuum zum kon- 
stanten Gewicht getrocknet. 

0,1874 g Substanz gaben 0,3619 g CO, und 0,0781 g H,O 

Q2331 : . >» 10,8 com N (20°; 750 mm). 

Berechnet fiir C,,H,,O,NS (Molekulargewicht 265) : 
C = 54.34% H = 415% N = 5,28°/o 
Gefunden: 
C = 52,73°% H = 4,50°% N = 5,10%o 
Ergebnis der Spaltung. 


Berechnet auf 2,0 g Benzoyldiglycinimid stellt sich das 
Ergebnis der Spaltung folgendermaben dar: 
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Berechnet Gefunden 
Hippursdure . . 2. ee. e| 1.55 1.52 
Ammoniak «.... + «© © «| 0,145 0.155 
Naphtalinsulfoglycin . . . «| 227 12 
Glykokoll ea wo. es 8 re | 0.64 0.34 


Carbathoxyldiglycinimid 
C,H,O - CO — NH — CH,CO — NH — CO — CH,NH,. 

3.0 g Diglycinimidehlorhydrat werden in wenig Wasser 
celost und mit einer Auflé6sung von 1,7 g Natriumbicarbonat in 
(0 com Wasser versetzt. Das Gemisch wird in Eiswasser sorg- 
filtig abgekiihlt und im Verlanfe einer Viertelstunde portions- 
weise und abwechselnd mit 5,5 g chlorkohlensaurem Athy! und 
5).0¢ Natriumbicarbonat in 25cecm Wasser unter stetem Schiitteln 
und sorgfaltiger Beobachtung der Temperatur versetzt. Nach 
beendeter Reaktion neutralisiert man mit Normalsalzsiiure und 
bringt im Vakuum bei 45° vollig zur Trockne. Die leicht hell- 
grau gefirbte, staubige Masse wird zur Isolierung des Carbiith- 
oxylkoérpers mit Aceton extrahiert. In 5 Portionen gelangen 
je LOO cem des Losungsmittels zur Anwendung. Die Extraktion 
wird durch Erwiirmen im Wasserbade und fleifiges Schiitteln 
unter Verwendung von Glasperlen wesentlich erleichtert. Die 
ersten 2 Anteile setzten beim Abkiihlen in Eiswasser freiwillig, 
wohlausgebildete klare Krystalle ab, deren Menge nach dem 
Trocknen 1,1 g betriigt. Die restlichen Extrakte liefern bei 
vorsichtigem Eindunsten weife krystallinische Krusten, deren 
Menge nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 2,0 g 
betragt. Gesamtausbeute 3,1 g = 88°/o. 

Zur volligen Reinigung kann man den Korper in heibem 
Alkohol lésen und langsam erkalten lassen. Statt dessen kann 
eine heibgesattigte Losung in Alkohol oder Aceton mit Benzol- 
oder Petrolither gefallt werden. Carbiithoxyldiglycinimid er- 
scheint in klaren, flachenreinen Blattchen, die bei 172° schart 
zu einer farblosen Fliissigkeit schmelzen und sich tiber 230 ° 
unter Dunkelfiirbung zersetzten. Es ist unléslich in kaltem und 
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warmem Wasser. Hei kurzem Kochen wird es zerstért. Es 
lost sich reichlich in heibem Athylalkohol, weniger gut in heifem 
Aceton und Methylalkohol. Es ist schwer léslich in kaltem 
Alkohol und Aceton, nahezu unléslich in Petrolither, Ather und 
Benzol. Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum_ iiber 
Schwefelsiiure zum konstanten Gewicht getrocknet. 


O,1557 g Substanz gaben 0.2370 g CO, und 0,0908 g H,O 


O1690 » > verbrauchten nach Kjeldahl 25.635 cem 4/10 N.S 
= 0.03591 g N. 
Berechnet fiir C,H,,O,N, (Molekulargewicht 193): 


C = 41,40°/o H = 6,48°/o N = 20,73 °/o 
Gefunden: 
> t1.17 %/o H = 6,37 °/e N = 20,69 °%o 


Chloracetyldiglycinimid. 
Cl — CH,CO — NH,CH,CO — NH — CO - CH,NH,. 

Die Chloracetylierung verlauft ahnlich wie die Darstellung 
des Carbithoxylkorpers, jedoch ist die Extraktion des Reaktions- 
produktes aus dem trocknen Salzrtickstand nach dem Eindampfen 
im Vakuum wesentlich schwieriger und mit Verlust verkniiptt. 
Man tut daher besser, in méglichst konzentrierter L6sung bei 
sorgfiltiger Abktihlung zu arbeiten, wobei das Reaktionsprodukt 
in guter Ausbeute direkt als Niederschlag entsteht. 3,0 g Di- 
glycinimidchlorhydrat in 8ccm Wasser werden mit 1,7 g Natrium- 
bicarbonat in. gesiitltigter wasseriger LOsung versetzt und_ in 
einer Kiiltemischung abgekihlt. Unter stetem Schiitteln werden 
im Verlaufe von 20 Minuten portionsweise und abwechselnd eine 
Auflisung von 2,5 g Chloracetylchlorid in 5,0 ccm Ather und 
2.5 g Natriumbicarbonat in Substanz eingetragen. Zum Schlusse 
setzt man noch 0,5 g¢ des Salzes hinzu und erhiilt bei gutem 
Kiihlen und Schiitteln einen weiBbgrauen volumindsen Nieder- 
schlag, den man unverziiglich absaugt, mit wenig Eiswasser 
wiischt und abpreBt. Zur Reinigung wird das gnt getrocknele 
Kokprodukt in heifem Alkohol gelést; beim Erkalten erscheinen 
wohl ausvebildete, klare, diinne Prismen, deren Menge nach 
dem Trocknen 0.8 g betriigt. Die Mutterlauge liefert nach ent- 
sprechender Behandlung eine zweite Fraktion. 0,8 g Ausbeule 
16g = 42%. Bel weiteren Versuchen gelang és — unter 
Verwendung unverdiinnten Chloracetylchlorids —, die Ausbeute 
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an dieser Substanz auf 67°/o zu erhOhen. Im Kapillarréhrchen 
erhitzt, zeigt das Chloracetyldiglycinimid den Schmelzpunkt 174°. 
Es ist unléslich in kaltem, schwer in warmem Wasser. Durch 
kurzes Kochen wird es zerstort, wobei das Wasser saure Reak- 
tion annimmt. Gegen Alkalien und Ammoniak ist der Koérper 
in der Warme sehr empfindlich. Ein geeignetes LOsungsmittel 
ist heifer Athylalkohol. Der K6rper ist schwer léslich in Aceton, 
Chloroform, kaltem Alkohol, nahezu unlislich in Ather, Petrol- 
ither und Benzol. Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum 
iiber Schwefelsiiure zum konstanten Gewicht getrocknet. 
0.1909 g Substanz gaben 0,2414 g CO, und 00,0846 g H,O 
0,1802 » > >» nach Carius 0,1236 g AgCl 
O.1781 » > verbrauchten nach Kjeldahl 26,7 cem '/to N.S 
— 0,03735 g N 
Berechnet fiir ©,H,,O,N,Cl (Molekulargewicht 207,5): 
C == 34,69% H = 482% N = 20,75% Cl = 17,08%o 
Gefunden : 
C == 34,53°0 H = 492% N == 20,56% Cl = 16,96% 


Einwirkung von Ammoniak auf den Chloracetylk6rper. 
C,.BN,O,. 


6 g des Chloracetylk6rpers werden unter Vermeidung 
ieder Temperaturerhohung mit 30 cem wiisserigem, 25°/oigem 
Ammoniak tibergossen und bei gewohnlicher Temperatur unter 
velegentlichem Umschiitteln 3 Tage lang sich selbst tiberlassen. 
War einer Selbsterwiirmung vorgebeugt, so erfolgte keine Auf- 
osung, andernfalls tritt unter Braunfairbung Zersetzung ein und 
die nachtrigliche Isoliernng des Reaktionsproduktes ist wesent- 
lich erschwert. Die Umsetzung erfolgte unter deutlich sicht- 
baren Erscheinungen. Die ditinnen, biegsamen Nadeln_ ver- 
schwanden und an ihre Stelle traten derbe, spiebige Krystalle. 
Nun wurde abgesaugt, gepreft und aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert (3 Teile gew6hnlichen Alkohols auf 1 Teil Wasser). 
Nach dem Trocknen betrug die Menge dieser Fraktion 1,6 g. 
Die Mutterlauge wurde im Vakuum bei 45° eingedampft, mit 
wenlg Wasser aufgenommen und mit der dreifachen Menge 
Alkohol gefallt. Die Faéllung wurde aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert. Gesamtausbeute 2,9 g = 60°/o. Zur Reinigung 
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wurde die Substanz noch einmal aus verdtinntem Alkohol um- 
krystallisiert. Sie erscheint in langen, klaren, derben SpieBen, 
die im Kapillarréhrehen erhitzt bei 228° scharf schmelzen. Die 
Verbindung ist in Wasser bereits in der Kalte leicht léslich: 
schwerer léslich in Alkohol und Chloroform, unléslich in Benzo], 
Ather, Aceton und Petroliither. Von warmem Eisessig wird 
sie merklich aufgenommen. In wiisseriger LOsung zeigt der 











Korper ganz schwach saure Reaktion. 

Zur Analyse wurde die Substanz nochmals aus verdiinn- 
tem Alkohol umkrystallisiert und im Vakuum tiber Schwefel- 
siure zum konstanten Gewicht getrocknet. 

0.1903 g Substanz gaben 0,2943 g CO, und 0,0929 g H,O 


0.1317 » p > 28 cem N (17°; 763 mm) 
Berechnet fiir C,H,0,N, (Molekulargewicht 171): 
C = 42,10°% H = 5,26% N = 24,56%o 
Gefunden: 


C = 42,1390 H = 5,42°%o N = 24,83°%o 
Die Bestimmung des Molekulargewichtes geschah nach 
der Methode der Gefrierpunktserniedrigung im Apparate von 
Beckmann. Es wurden 3 Versuche ausgefihrt, die samtlich 
befriedigende Werte ergaben. 


Berechnung nach M = K z 
AL 
K == Konstante der Lésung 
lL, = Gewichtsmenge des Lésungsmittels 
S= . der Substanz 


- abgelesene Temperaturdepression. 

I. S, = 0,0606 
L = 15,42 
A= _ 0,054° 
Gefunden M = 167 


Gefunden M = 168 
Hl. S, = 0,5434 
K fiir Wasser — 1850 L = 15,42 
LA. = 0,386 
Gefunden M = 172 
Berechnet fiir C,H,O,N, = 171. Gefunden: 167; 168; 172. 
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Chlorpropionnitril. 
Cl = CH= C N 
CH, 

Fiir die Darstellung dieses KoOrpers kommen 2 Methoden 
in Betracht. Otto und Beckurts gewannen es zuerst, indem 
sie Chlorpropionsaureester in das Amid umwandelten und dieses 
mit Phosphorpentoxyd erhitzten. L. Henry gelangte zu diesem 
Kirper ausgehend von dem synthetisch leicht darstellbaren 
Milchsiurenitril, welches er der Behandlung mit Phosphor- 
pentachlorid unterwarf. Von diesen beiden Methoden kommt, 
sobald es sich um irgendwie grébere Mengen handelt, nur die 
zweite in Betracht. Da jedoch Henry keine niiheren Angaben 
fiir die nicht ganz leichte Reaktion macht, gebe ich das von 
mir beschrittene Verfahren zur Darstellung des Chlorpropion- 
nitrils an, nachdem ich bereits einige 100 g des Korpers rein 
dargestellt habe. Die Darstellung wird durch mehrere Umstiinde 
erschwert. Einmal ist die EKinwirkung von Aldehydeyanhydrin 
auf Phosphorpentachlorid ungemein stiirmisch. Die massenhaft 
aultretende Salzsiure wirkt riickwiirts spaltend auf noch nicht 
in Reaktion getretenes Oxynitril und endlich ist das Intervall 
der Siedepunkte Chlorpropionnitril 122—123°, Phosphoroxy- 
chlorid 110° so gering, dafi eine Trennung nur durch mehr- 
fach wiederholte sorgfaltige Fraktionierung erzielt wird. 

100 g grob gepulvertes Phosphorpentachlorid werden in 
einen kurzhalsigen Rundkolben von etwa 500 ccm Inhalt ein- 
gefillt und durch Einstellen in eine sorgfiltig bereitete Kélte- 
mischung aus Eis und Kochsalz gut gekihlt. Der Kolben tragt 
einen gut wirksamen Riickflubkiihler (zweckmibig Schlangen- 
kiihler) und einen Tropftrichter, dessen Spitze wenige Zentimeter 
ber dem Chlorid miindet. Nun werden 50 g Aldehydcyanhydrin 
cingetropft mit der Vorsicht, daB die Reaktion nicht zu stiirmisch 
wird. Anfanglich laBt man langsam Tropfen fiir Tropfen ein- 
treten und wartet jedesmal die unter heftigem Zischen vor sich 
gehende Reaktion ab. Ist auf diese Weise etwa die Hiilfte des 
Nitrils eingetragen, so kann der Rest schneller zugesetzt wer- 
den. Auch tut man gut, von jetzt an die Temperatur allmiihlich 
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ansteigen zu lassen, um die Hauptmenge der Salzsaure fortzu- 
schaffen. Das Keaktionsgemisch, ein gelbes Ol, wird sodann in 
einem geriiumigen Fraktionskolben iibergefiihrt und zuniichst im 
Vakuum bei gewOhnlicher Temperatur mdglichst alle Salzséure 
entfernt, worauf aus dem Wasserbade bei 50° alles Destillier- 
bare iibergetrieben wird. Im Kolben hinterbleibt ein zaher, rot- 
brauner Riickstand, der beim Erkalten erstarrt. Das wasser- 
klare Destillat wird unter Benutzung einer 35 em langen Ko- 
lonne bei gewohnlichem Drucke einer fraktionierten Destillation 
unterworfen. Zwischen 110 und 115° erhalt man einen Vor- 
lauf, der die Hauptmenge des Phosphoroxyehlorids umfaBbt. Die 
Mittelfraktion 115—-120° erhalt bereits nennenswerte Menger 
Chtlorpropionnitril, das sich bei weiterer Destillation anreichern 
lait und dann gemeinsam mit dem Hauptanteil 120—123° 
systemalisch durchfraktioniert wird. Vier- bis fiinfmalige Destil- 
lation liefert ein reines Chlorpropionnitril vom Siedepunkt 122,5 
bis 123° Ausbeute wechselnd, ca. 20 g. 

Aus den Abfiillen der Mittelfraktion liaBt sich, falls gribere 
Mengen vorliegen, noch etwas Nitril isolieren durch vorsichtiges 
Kintragen in viel kiswasser. Nach mehrstiindigem Stehen iither! 
man ein paarmal aus, trocknet die iitherische Losung tiber 
Phosphorpentoxyd, verjagt den Ather und destilliert. 

Ms ist nicht tunlich, groBere Mengen Nitril auf einmal 
zur Keaktion zu bringen. Versuche, das Phusphorpentachlorid 
durch Thionylchlorid zu ersetzen, haben zu keinem Ergebuils 
gefiihrt. 

Methyldichlordiacetimid. 


CH, — CH — CO — NH — CO — CH, — Cl 
| 
C] 

Zur Darstellung dieses Korpers aus seinen Komponenten 
wurde nach Mabgabe der Anlagerung von Chloracetonitril an 
Chloressigsiiure verfahren. Molekulare Mengen Chlorpropionitri! 
(frisch tiber Phosphorpentoxyd rektifiziert) und Chloressigsaure 
(sorglaltig tber Schwefelsdure getrocknet) wurden gemisciit, 
wobei starke Unterkiihlung eintrat. Das Gemenge wurde im 
geschlossenen Rohr 20 Stunden auf 103° erhitzt (Schiittel- 
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<chieBofen). Auf genaue Einhaltung der Temperatur wurde be- 
sonders gesehen. Nach dem Erkalten stellte der Rohrinhalt 
eine fast weiBe Krystallmasse dar. Beim Offnen des Rohres 
zeigte sich kein Druck. Dagegen trat der bereits bei der Dar- 
stellung des Dichlordiacetimids beobachtete Geruch auf, der 
einem Nebenprodukt der Reaktion eigen ist und in ganz auf- 
filliger Weise die Schleimhiiute reizt. Der gesamte Inhalt wurde 
nach Méglichkeit mechanisch aus dem Rohr entfernt, mit Ather 
verrieben, abgesaugt und ein paarmal mit Ather nachgewaschen. 
Ans der Mutterlauge lieB sich nach entsprechender Behandlung 
ein weiterer Anteil gewinnen. Bei Anwendung von 12 g Chlor- 
propionnitril und 13 g Chloressigsiure wurden insgesamt 20 g 
eines bereits v6llig reinen, schneeweiBen Produktes erhalten. 
Statt das Rohprodukt mit Ather zu waschen, kann man es auch 
mit Wasser verreiben, scharf absaugen und nachwaschen, wo- 
bei im wesentlichen nur die Verunreinigungen in Lésung gehen. 
Analysenrein wird der Korper erhalten, wenn eine heibgesiattigte 
Benzoll6sung mit Petroliither zur leichten Triibung versetzt, 
langsam erkalten gelassen wird. So erscheint das Methyl 
dichlordiacetimid in schénen verfilzten Nadelchen, die zuweilen 
bischelartig gruppiert sind. Bei langsamem Erkalten werden 
wohlausgebildete scharfe Nadeln erhalten. Im Kapillarréhrchen 
erhitat, zeigt die Substanz den Schmelzpunkt 108°. Die Lés- 
lichkeit in den gebriiuchlichen Solvenzien ist eine gute. Die 
Verbindung ist in der Kilte bereits leicht l6slich, in kaltem 
\thylalkohol und Methylalkohol, ebenso in warmem Chloroform 
und Tetrachlorkohlenstoff, schwerl6slich ist sie in Petrolither, 
Benzol, Toluol, Ather und Aceton, nahezu unléslich in Schwefel- 
kohlenstoff. Von kaltem Wasser wird sie aufgenommen und 
srystallisiert bei schneller Abkiihlung unverindert wieder aus. 
Hei liingerem Erhitzen wird sie grofenteils zerstért, ebenso 
von Alkalien und Alkalicarbonaten in der Kiilte bereits merk- 
ich angegriffen und von Ammoniak unter energischer Selbst- 
erwarmung und Braunfirbung rasch zersetzt. 

Zur Analyse wurde der Kérper im Vakuum tiber Schwefel- 
siure zum konstanten Gewicht getrocknet. 
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0,1836 g Substanz gaben 0,2182 g CO, und 0,0660 g H,O 
0,1787 » » nach Carius 0,2780 g AgCl 
0.6263 » > verbrauchten nach Kjeldahl 34,60 ccm '/o N.S 
03130 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 16,6 ccm ‘to N.S 
= 0,0224 ¢ N 
Berechnet fir C,H,O,NCL, (Molekulargewicht 184): 
CG = 32,61% H = 3.80% N = 7,65% Cl = 38,58% 
Gefunden : 
C = 3241% H = 400% N= : Cl = 38,86) 
ri 
Kinwirkung von Ammoniak auf das Methyl- 
dichlordiacetimid. 


Darstellung von Alaninglycinimid. 
CH,CH — CO — NH — CO — CH,NH, - HC! 


Ni, 

Die Kinwirkung von Ammoniak auf Methyldichlordiacet- 
imid verliiuft ungemein stiirmisch. Bei den ersten Versuchen 
fand stets Zersetzung statt und die Aufarbeitung des Reaktions- 
gemisches war sehr erschwert. Auch bei ganz sorgfiltigem 
Arbeiten unter wirksamer Kiihlung erwies sich die Darstellung 
des neuen Korpers als schwierig. Wesentlich fiir das Gelingen 
des Versuches ist Einhaltung tiefer Temperatur und peinliche 
Vermeidung jeder Selbsterwiirmung. In der Warme iaubert 
Ammoniak eine spaltende Wirkung, die zur Entstehung von 
Chloracetamid fiihrt, das einmal nachgewiesen werden konntc. 

10 g Methyldichlordiacetimid wurden mit 30 cem 25°/oigem 
wiisserigen Ammoniak iibergossen; unter Erwarmung trat sofor' 
Auflésung zu einer gelben Fliissigkeit ein, die im Vakuum be! 
45° eingedampft wurde. Es hinterblieb ein dunkelgelbes 0), 
das beim Umschwenken plétzlich zu einem gelblichen, noch 
Oldurchtriinkten Krystallbrei erstarrte. Der gesamte Riickstand 
wurde in moglichst wenig Wasser von 35° gelést und unter 
Eiskitihlung der Krystallisation iiberlassen, wobei sich farblose, 
feine, zu Biischeln verwachsene Bliittchen abschieden, die ab- 
gesaugt und aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert wurde. 
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Die Substanz liste sich leicht in warmem Wasser und Ather, 
etwas schwerer in Alkohol; sie ist frei von Chlorion und zeigt 
im Kapillarréhrcehen erhitzt den Schmelzpunkt 118°. Das ge- 
samte Verhalten sowie die Analyse deuten darauf hin, daf 
Chloracetamid vorlag, dessen Bildung aus unvollstiindiger Ami- 
dierung unter Spaltung der Imidbindung zu erkliren ist. 
Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum tber Schwefel- 
siure zum konstanten Gewicht getrocknet. 
0.1423 g Substanz gaben 0,1341 g CO, und 0,0605 g H,O 
O1507 » ’ » nach Carius 0,2316 g Ag) 
1494 » ° verbrauchten nach Kjeldahl 14,68 cem ‘10 N.S 
Berechnet fiir C,H,ONCI: 
( = 25,80 H = 426% N = 145% Cl = 37,8% 
Gefunden: 


C = 25,7090 H = 4,77% N = 13,9% Cl = 38,02% 


! 


5 g Methyldichlordiacetimid werden fein gepulvert und 
unter stetigem Schiitteln langsam in 10 ccm 25°/oigen wiisserigen 
Ammoniaks eingetragen, das mit Eis sorgfaltig gekihlt wurde. 
Das Gemisch wurde 1!/2 Tag bei gewohnlicher Temperatur 
sich selbst tiberlassen, sodann wurde von einigen ungelésten 
Flocken abfiltriert und im Vakuum bei 45° eingedampft, mit 
der Vorsicht, daBb zuniichst bei gewOhnlicher Temperatur unter 
vermindertem Drucke das tiberschiissige Ammoniak ausgetrieben 
wurde. Der Riickstand wurde in 3 ccm Wasser von 35° auf- 
genommen und mit der dreifachen Menge Alkohol gefiillt. Der 
weibe, aus feinen Nidelchen bestehende Niederschlag wurde 
abvesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen und der gleichen 
Hehandlung noch einmal unterworfen. Die Ausbeute ist gering. 
Nach der umstindlichen Reinigung wurden 0,3 g Substanz er- 
halten, die sich in allen Teilen als aéhnlich dem Diglycinimid- 
chlorhydrat erwies, vorliufig aber noch Abweichungen in den 
analytischen Zahlen zeigt. Der K6rper sintert im Kapillar- 
rohrchen, erhitzt bei 230° und schmilzt volisténdig bei 236° 
unter Zersetzung zu einer dunklen Fliissigkeit. Kr ist in Wasser 
leicht léslich, bestiindig in saurer Lésung und wird von Alkalien 
vereits in der Kilte unter Entwicklung von Ammoniak zersetzt. 
Lr gibt mit Silbernitrat eine reichliche Fillung von Chlorsilber. 
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Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum iiber Schwefel- 
sdéure zum konstanten Gewicht getrocknet. Sie ist  krystall- 
wasserfrei. 

0,1814 g Substanz gaben 0,2091 g CO, und 0,1040 g H,O 


00,0585 » . verbrauchten nach Kjeldahl 9,86 cem tho N.S 
Berechnet fiir C,H,,O,N,- HCl (Molekulargewicht 180,5): 
C == 33.0%. H = 6,61% N = 23,14% 
Gefunden : 
C = 81,5%/s H = 6,45 °/o0 N = 23,5°%o 
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Beitrage zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide. 
I]. Mitteilung. 


Von 
E. Winterstein und O. Hiestand. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Dezember 1907.) 


In Band XLVII dieser Zeitschrift!) haben wir eine kurze vor- 
laufige Mitteilung gemacht, welche den Titel fuhrt: Zur Kennt- 
nis der pflanzlichen Lecithine. In dieser Abhandlung wurde 
schon angefiihrt, dafi unsere Arbeit sich anschlieft an die Unter- 
suchungen KE. Schulze und k. Winterstein.?) Wir hatten 
gefunden, dal die aus Pflanzensamen nach den iiblichen Me- 
thoden dargestellten Lecithinpréparate in der Regel Kohlen- 
hydratkomplexe teils in geringer, teils in gréBerer Menge ein- 
schlossen. 

Mit Riieksicht auf diesen Befund schien es uns wiinschens- 
wert, fiir die ather- und alkoholloslichen, phosphorha'tigen 
Pilanzenbestandteile einen allgemeinen Ausdruck zu gebrauchen, 
wir wiihlten die bezeichnung Phosphatide,*) welche Thudichum 
fiir die ather- und alkoholléslichen, phosphorhaltigen Verbin- 
dungen des Gehirns gebraucht hat. 

Unsere Mitteilung bezieht sich hauptsiichlich auf die aus 
Cerealien dargestellten und eingehender untersuchten Phospha- 
tide, doch sind auch die bei Untersuchung der aus anderen Samen 
und anderen pflanzlichen Objekten erhaltenen Versuchserge!)- 
nisse mit aufgefihrt. 

Mit Riicksicht auf die bei Untersuchung der aus den 
Samen darstellbaren Phosphatide erhaltenen Ergebnisse erschien 
es uns angezeigt, solehe phosphorhaltige Verbindungen auc! 

') S. 496. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 101. 

‘) Diese Bezeichnung wird auch von O. Hammarsten (Ergebnisse 
der Physiologie, 1905), von A. Erlandsen (Diese Zeitschrift, Bd. LI, 5. 71), 
M. Stern und H. Thierfelder (Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S$. 370) ge- 


braucht. 
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aus griinen Pflanzensamen darzustellen und auf ihren Kohlen- 
hydratgehalt zu untersuchen. Trotzdem es uns bis jetzt noch 
nicht gelungen ist, die Phosphatide der assimilierenden Organe 
von den begleitenden Farbstoffen zu trennen, méchten wir doch 
die Ergebnisse der beziiglichen Untersuchungen am Ende unserer 
Abhandlung kurz mitteilen. 

Darstellung der Praparate. 

Beztiglich der Darstellung der Priiparate hielten wir uns 
an die von Ek. Sehulze und seinen Mitarbeitern gemachten 
Angaben. Kleine Abweichungen bei der Darstellung ergaben 
sich aus der Beschaffenheit des Ausgangsmateriales. 

Die Herstellung gestaltete sich im allgemeinen in folgender 
Weise: Das zuvor getrocknete, fein gepulverte Material wurde 
zuniichst im Perkolator einige Zeit in der Kiilte, sodann im 
Thérnerschen Apparat in der Wiirme mit Ather mdglichst 
volistiindig vom Fett befreit, der dabei verbliebene lufttrockene 
Riickstand mit 95°/oigem resp. absolutem Alkohol bei 45-—55° 
extrahiert, das alkoholische Extrakt vom Riickstand durch Fil- 
tration getrennt, letzterer abgeprefht und die Extraktion dieses 
Riickstandes wiederholt, bis nahezu nichts mehr in Losung ging. 
Aus diesem Alkoholextrakt wurden die Priiparate gewonnen. 
Ktwas eingehender wurde das aus Triticum vulgare und 
aus Lupinus albus hergestellte Praparat untersucht. Die Dar- 
‘tellung gréBerer Mengen Ausgangsmaterial wiire mit den uns 
zu Gebote stehenden Mitteln nicht méglich gewesen, wenn nicht 
die Firma Blattmann & Co, in Wiidensweil in so aner- 
kennenswerter Weise die Darstellung gréferer Mengen Aus- 
gangsmaterial ibernommen und in sachgemiiber Weise ausge- 
liiirt hiitte. Von einer detaillierten Untersuchung aller von uns 
hergestellten Priiparate muBten wir absehen, da zu solchen 
| utersuchungen grofbe Mengen Material notwendig gewesen wiiren 
und die Herstellung gréBerer Mengen in unserem Laboratorium 
recht zeitraubend und miihsam ist. 


Phosphatid aus Cerealien. 


Wir beschiftigten uns hauptséchlich mit dem Phosphatid 


aus Weizenmehl. Die Darstellung desselben geschah in fol- 
20* 
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gender Weise: Das Weizenmehl wurde zuerst in geeigneter 
Weise durch Auswasechen von der Stiirke befreit, der Riickstand 
bei etwa 80° getrocknet, mit Ather moglichst vollsténdig ent- 
fettet und der nach der Atherextraktion zurtickgebliebene Riick- 
stand mehrmals mit 95°/oigem Alkohol ausgekocht. In einigen 
Fiillen wurde das Ausgangspréparat auch durch direktes be- 
handeln des nahezu stirkefreien Materiales mit Alkohol gewonnen. 
Der Alkohol wurde zunichst im Wasserbade bei etwa 80° ab- 
destilliert und die nun zuriickbleibende, olige, braungefirbte 
Masse vom anhaftenden Alkohol im Vacuum bei 30—40° befreit. 

Der beim Abdestillieren des Alkohols verbleibende Riick- 
stand wurde in Ather gelést, vom Unléslichen getrennt und die 
klare Atherlésung der Destillation unterworfen. Vom letzten 
Rest des Athers wird das Priiparat am besten durch Aufbe- 
wahren im evakuierten Exsikkator befreit. Das so erhaltene 
Material ist eine braungelbe, salbenartige, hygroskopische Masse. 
Eine Probe eines so gewonnenen Priiparates enthielt 0,8° , 
Phosphor. 

0.7584 ¢ Substanz gaben 0,218 g Mg,P,0, = 0,80°/o P. 

Da wir eine grobe Anzahl von Phosphorbestimmungen 
auszufiihren hatten, benutzten wir die von A. E. Grete!) an- 
gegebene Methode der Titration mit Molybdiinséiure bei Gegen- 
wart von Leim. Diese Methode ist sehr expeditiv und gibt 
bei einiger Ubung sehr gut tibereinstimmende Resultate. Beliu(s 
Kontrolle wurde in manchen Fiillen die Bestimmung des Phos- 
phors nach der bekannten Molybdinmethode ausgefiihrt. So 
fanden wir beispielsweise in unserem Rohpréparat nach dieser 
letzten Methode, wie oben angegeben, 0,80°/o; nach der Me- 
thode von Grete 0,86°/o P. 

0,6812 g Substanz,?) 5,4 cem Molybdanlésung. 1 ccm 
derselben entsprach 0,0025 g P,O,. 

Der durch Auswaschen mit Wasser von der Starke mog- 
lichst befreite Riickstand des Weizenmehles gibt an Ather und 


') Konig, Untersuchung landw. wichtiger Stoffe, 1898, S. 147. 

?) Die Substanz wurde natiirlich zunachst mit Salpeter und Soda 
verbrannt und die Schmelze nach dem Auflésen in Wasser mit Salpete:- 
siure neutralisiert und diese Lésung fiir die Titration verwendet. 
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Alkohol tiber 5°/o seiner Substanz ab, wie aus folgenden Zahlen 
zu sehen ist: 

30 kg stirkefreien, lufttrockenen Riickstandes verloren 
beim Trocknen 1,32 kg Feuchtigkeit. Nach der Extraktion 
mit Ather und Alkohol wurde der unlésliche Riickstand wieder 
cetrocknet und wog nun 27 kg. Es wurden also 1,68 kg oder 
5.69/o extrahiert. Durch einen weiteren Versuch fanden wir, 
dai beim Behandeln mit Ather allein 1,25°/o in Lésung gehen. 

Die durch Extraktion des stirkefreien Mehles mit Ather 
vewonnene Masse besitzt eimen Phosphorgehalt von 0,13 °/o, 
enthiilt also eine nicht unbedeutende Menge organischer Phos- 
phorverbindungen, doch muften wir von einer Untersuchung 
dieser Phosphorverbindung zuniichst absehen, da eine Trennung 
von dem beigemengten Fett und Cholesterinestern bis jetzt 
nicht durehfiihrbar war. 

Versuche zur Herstellung von reinem Lecithin. 
Wir betrachteten es als eine Hauptaufgabe, aus den in beschrie- 
bener Weise dargestellten Priiparaten reines Lecithin herzu- 
stellen; trotzdem dieses Ziel bisher noch nicht erreicht werden 
konnte, mOchten wir doch einige in dieser Richtung angestellten 
Versuche beschreiben. 

Es wird gewohnlich angegeben, dai man aus einer alko- 
holischen resp. atherisch-alkoholischen, lecithinhaltigen Lésung 
das Lecithin durch Zusatz von Aceton ausfiillen kénne. Wir 
erhielten auf Zusatz von Aceton zu einer absolut-alkoholischen 
Losung meistens nur eine Triibung oder unbedeutende Fiillung. 

Obschon das stirkefreie Mehl durch andauernde Extrak- 
lion mit Ather mdéglichst befreit war, konnten unsere Priiparate 
doch noch kleine Mengen Fett einschlieBen. Es ist ja eine 
bekannte Tatsache, daB es nicht gelingt, nur durch Atherextrak- 
tion getrocknete, vegetabilische Objekte vom Fett giinzlich zu 
befreien. 

Da das reine Lecithin in Aceton sehr schwer léslich ist, 
ett sich hingegen darin leicht auflést, wurde ein Teil des 
ohpriparates mit Aceton iibergossen und in der Kiilte dige- 
rert. Die klare Acetonlésung wurde dann vom Riickstand ab- 
(ekantiert und diese Operation oft wiederholt. Durch diese 
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Behandlung ging eine gréBbere Menge einer fettartigen Substanz 
in Losung. So erhielten wir in einem Fall aus 454 g des Roh- 
praparates 136 g in Aceton unldslichen Ruckstandes. Der im 
Aceton lésliche und darin unlésliche Anteil unseres Ausganygs- 
materials waren phosphorhaltig. 

Wir behandelten nun ferner das Rohpriiparat mit Aceton 
in der Wiirme und liefen die L6sung liingere Zeit stehen, 
Nach dem Abdestillieren des Acetons fanden wir einen Riick- 
stand,!) welcher 0,3°/o Phosphor enthielt. Die in Aceton un- 
losliche Masse enthielt 0,94°/o Phosphor. 

Durch die Behandlung mit Aceton gehen also nicht un- 
betriichtliche Mengen einer phosphorhaltigen Substanz tn Losung, 
Aceton eignet sich also bei diesen Priiparaten nicht zur Tren- 
nung der phosphorhaltigen Substanz von den Beimengungen. 
Da wir vermuteten, dafi der niedere Phosphorgehalt unserer 
Priiparate von beigemengtem Fett herriihrt, untersuchten wir 
die Loéslichkeit einer grofen Zahl von Fetten in einer Reihe 
von organischen Fliissigkeiten. Aber beinahe alle LOsungsmitte!, 
die Fett gut l6sen, haben auch ein grobes LOsungsvermogen 
fiir Lecithin. Wir fanden, dafi Fette sich in Methylacetat selir 
gut, Lecithin hingegen nur sehr schwer und auch die in unseren 
Priparaten enthaltenen organischen Phosphorverbindungen sic!) 
in Methylacetat schwerer auflésen als die anderen Beimengungen. 
Es wurde nun versucht. mittels dieses Loésungsmittels ein an 
Phosphor reicheres Produkt zu erhalten. Die Behandlungsweise 
war folgende: Je ungefiihr 20 g des Rohpriiparates wurden 
mit ca. 50 cem Methylessigester tibergossen und zum gelinden 
Sieden erwiirmt. Beim Abkiihlen sehied sich in der anfénglich 
klaren Lésung eine weifbe Substanz aus; diese Losung wurde 
abgeyossen und die Extraktion oft wiederholt. Der Phosphor- 
gehalt des in Essigester unléslichen Riickstandes war durch 
diese Behandlung auf ca. 1,5°/) Phosphor gestiegen. Wurde 
diese Operation noch einigemal wiederholt so stieg der Phos- 
phorgehalt auf 1.7°/o. Eine Substanz von hdherem Phosphor- 
vehalt konnte auf diese Weise nicht dargestellt werden, weil 

') Die Quantitiit dieses Riickstandes betrug ungefiihr t/s des hi 


verwendeten Ausgangsmaterials. 
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dureh das Oftere Behandeln mit dem genannten Lésungsmittel 
allmiihlich alles in LOsung ging. Es war uns also durch die an- 
vegebene Behandlungsweise des Rohproduktes nicht gelungen, 
ein Priéiparat von solchem Phosphorgehalt herzustellen, wie er 
dem eigentlichen Lecithin zukommt. 

Die kleinen Mengen einer weiben Substanz, welche beim 
Abkiihlen der Methylacetatlésung auskrystallisierten, bestanden 
zum grobten Teil aus Cholesterin: sie gaben nach dem Um- 
krystallisieren aus Alkohol die ftir Cholesterin charakteristischen 
Reaktionen. 

Ks war nun festzustellen, ob der niedere Phosphorgehalt 
durch die Anwesenheit grofberer Mengen von freiem Cholesterin 
hezw. Cholesterinestern bedingt werde. Zu diesem Zwecke 
fiihrten wir eine quantitative Bestimmung des Cholesterins in 
einem unserer Priiparate aus. Wir verfuhren wie folgt: 50 ¢ 
des Priiparates, dessen Phosphorgehalt 1,5°/o betrug, wurden 
in heibem Alkohol gel6st und mit 9 @ Natriumalkoholat ver- 
seilt. Die Seifen wurden mit festem Kochsalz versetzt, die 
Masse getrocknet, pulverisiert und 9 Stunden im Soxhlet- 
Apparat mit Ather extrahiert. Hierauf wurden die Seifen heraus- 
genommen, wieder getrocknet, pulverisiert und dann von neuem 
mit Ather extrahiert. Aus den vereinigten ditherischen Extrakten 
schied sich beim Abdestillieren des Athers eine weibe, nach 
Fettsiuren riechende Masse ab. Diese wurden nochmals mit 
etwas alkoholischer Kalilauge gekocht, zur ‘Trockene einge- 
dunstet und mit Ather und Wasser extrahiert. Die étherische 
Schicht wurde mit Wasser ausgeschiittelt, die wasserige aus- 
veiithert. Die nach dem Eindunsten der iitherischen L6sung 
verbliebenen Krystalle wurden aus heifbem Alkohol umkrystal- 
lisiert. Der Riickstand wog 0,72 g und betrug somit 1,44 °/o 
der angewendeten Substanz. Er wurde nochmals aus heifem 
Alkohol umkrystallisiert, worauf die Krystalle bei 130° schmolzen. 
Nach nochmaligem Umkrystallisieren war der Schmelzpunkt 
132°. Ritter gibt als Schmelzpunkt des reinen Sitosterins 
136,59 an. Die Krystalle gaben die Farbenreaktion mit Essig- 
siureanhydrid und Schwefelséure. 

Ein so geringer Cholesteringehalt von ca. 1,5°%o kann 
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die Abweichung des gefundenen Phosphorgehaltes vom theo- 
retischen Gehalt, wie er dem Lecithin zukommt, nicht bedingen. 

Wahrend gewohnlich aus dem Rohpriiparat durch Be- 
handlung mit essigsaurem Methyl oder Aceton ein Priiparat 
mit einem Phosphorgehalt von ca. 1,5°/o erhalten werden konnte, 
gab ein anderes auf dieselbe Art dargestelltes Rohpraparat 
bei obiger Behandlung ein Produkt, dessen Phosphorgehalt 
ca. 2,5°/o betrug. In der Folge konnte aus keiner Probe von 
Rohlecithin wieder ein Praéparat mit so hohem Phosphorgehalt 
erhalten werden. 

Diese Priparate, mit dem Phosphorgehalt von 2,5° 0, 
konnten wir durch Behandeln mit LOsungsmitteln nicht weiter 
in soleche mit verschiedenem Phosphorgehalt zerlegen. Wir 
losten z. B. 45 g von diesem Phosphatid unter Erwirmen in 
Alkohol. Die Losung kiihlten wir in einer Kaltemischung ab 
und lieben sie einige Zeit stehen. Die Ausscheidung wurde 
durch Filtrationen von der Lésung getrennt. Das Praparat, 
das wir aus der LOsung gewannen, bezeichneten wir zum Unter- 
schiede von dem, welches sich ausgeschieden hatte, als das 
leichter lésliche, das andere als das schwerer losliche. 

Kine Phosphorbestimmung im ersteren ergab 2,33°/0, im 
letzteren 2,58°/o. Es konnte also durch diese Trennung kein 
Priiparat von hodherem Phosphorgehalt erhalten werden. 

Versuche zur Herstellung von reinem Lecithin 
durch Fallung mit Metallsalzlésung. Nachdem wir die 
Beobachtung gemacht hatten, daf eine Lésung unseres Pri- 
parates in absolutem Alkohol mit alkoholischen Metallsalz- 
losungen (HgJ,, HgCl,, CdCl,, Bleiacetat) Féllungen gab, wie 
eigentliches Lecithin, hofften wir durch Fallung der alkoholischen 
Losung ein reines Lecithinpriiparat zu erhalten. 

Der vorhin erwiihnte leichter l6sliche Anteil des Phos- 
phatids (22 g) wurde unter schwachem Erwirmen in mdglichst 
wenig Alkohol gelOst, mit warmer, gesittigter, alkoholischer 
Chlorcadmiumlosung gefallt, die mit Alkohol gewaschene Fallung 
mit Ammoncarbonat verrieben und die Substanz durch Aus- 
iithern gewonnen. Der im Vakuum getrocknete Riickstand wog 
8.2 g oder 37°/o der angewendeten Substanzmenge und ent- 
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hielt 2,28°%/o P, das Ausgangsmaterial 2,33°/0 P. Auch aus 
dem Filtrat der Chlorcadmiumfallung stellten wir mittels Ammon- 
earbonat das Phosphatid wieder her. Eine Phosphorbestimmung 
durin ergab 2,21°/o. Der Unterschied von 0,1°/o P gegeniiber 
dem Ausgangspraparat {(2,3°/o P) ist wohl darauf zuriickzufiihren, 
dafS das mit Hilfe von Ammoncarbonat aus dem eingedunsteten 
Viltrat gewonnene Priiparat noch ein wenig Cadmium enthielt. 

Denselben Versuch fiihrten wir auch mit dem in Alkohol 
schwerer léslichen Teil aus. 

Aus einer konzentrierten alkoholischen LOsung, welche 
7.5 @ enthielt, wurde mittels eines Uberschusses an Chlor- 
cadmium 1,8 g des Praparates gefillt (24°/o der angewendeten 
Substanzmenge). Der Phosphorgehalt der abgeschiedenen Sub- 
stanz betrug 2,58°/o, war also gleich grof} wie der des Aus- 
gangsmateriales. Demnach muf auch der im Filtrat verbliebene 
Anteil denselben Phosphorgehalt besitzen. Das Ausgangspriiparat 
enthielt 1,6°/o Stickstoff (vergleiche unten chemische Zusammen- 
setzung des Phosphatids). Das aus der Chlorcadmiumfallung 
regenerierte Priiparat enthielt 1,66%/o Stickstoff. Der Stick- 
stoffgehalt war also derselbe geblieben. Auf diese Weise konnte 
also kein reines Lecithin erhalten werden. 

Hatten die untersuchten Priparate eine grofere Menge 
elventliches Lecithin eingeschlossen, so hiitte man wohl er- 
warten diirfen, durch die erwihnten Operationen reines Lecithin 
zur Abscheidung zu bringen. Es ist auffallend, daB die durch 
Chlorcadmium gefiillte Substanz denselben Phosphor- und Stick- 
sloligehalt aufwies wie die nichtgefallte. Die Fallungen waren 
trotz eines Uberschusses an Chlorcadmium unvollstiindig, was 
jedenfalls so zu deuten ist, daf das Phosphatid durch solche 
Metallsalzl6sungen viel unvol!standiger gefillt wird als gewohn- 
liches Lecithin. Dasselbe beobachteten wir bei der Fillung der 
alkoholischen Lésung unseres Priiparates mit alkoholischem 
Platinchlorid, wobei wir zum Vergleich einen Parallelversuch 
mit Eierlecithin anstellten. 

),8 g eines Priiparates, mit einem Phosphorgehalt von 
£.6°/o, wurden in Alkohol gelést, diese Lisung mit einer 


9] 


alkoholischen Platinchloridlésung versetzt und die entstandene 
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Fillung nach einigem Stehen auf ein getrocknetes und ge- 
wogenes Filter gebracht, mit Alkohol etwas ausgewaschen und 
getrocknet. Die getrocknete Fallung wog nun 0,15 g, also nur 
3,9°/o der angewendeten Substanzmenge. Bei einem mit Eier- 
lecithin ausgefiihrten Versuch wurden unter gleichen Bedingungen 
77,7°/o der angewendeten Substanz mit Platinchlorid §gefiillt, 
Piatinchlorid gibt also nur eine unbedeutende Menge einer 
schwerloslichen Doppelverbindung mit unserem Phosphatid und 
wir haben es daher unterlassen in dieser Richtung weitere 
Versuche anzustellen. Auch sehen wir hier davon ab, eine An- 
zahl weiterer Versuche anzuftihren, welche alle den Zweck hatten, 
aus unserem Ausgangsmaterial ein reines Lecithinpraparat her- 
zustellen, da alle Bemiihungen bis jetzt erfolglos waren. 

Physikalische Eigenschaften des Phosphatides.') 
Das in eben beschriebener Weise aus Weizenmehl durch be- 
handeln des Ausgangsmaterials mit Aceton oder Methylacetat 
erhaltene Priiparat, welches in den meisten Fallen einen Phos- 
phorgehalt von 1,5—1,7°/o aufwies, ist eine hygroskopische, 
salbenartige, hellgelb bis hellbraun gefiirbte Masse, welche beim 
Aufbewahren im Vakuum sich allméhlich in eine harte, sprode 
und leicht pulverisierbare, beim Reiben elektrisch werdende 
Masse verwandelt. Das Priiparat ist in frischem Zustand leicht 
léslich in Ather, Chloroform, Benzol, Tetrachlorkohlenstof, 
weniger leicht in Alkohol und Ligroin, in Methylessigester und 
Aceton ist es schwer l6slich. 

Beim Zusammenbringen mit Wasser quillt es darin auf 
und bildet die bekannten Myelinformen, wie beim Lecithin, mit 
viel Wasser bildet es eine kolloidale L6ésung. 

Das Priiparat ist in alkoholischer oder alkoholisch-iithe- 
rischer Lésung optisch aktiv und zwar rechtsdrehend. 1,2 ¢ 
eines Priiparates, mit einem Phosphorgehalt von 1,5°/o, wurden 
in zwei Teilen Alkohol und einem Teil Ather zu 16 cem ge- 
list; die anfiinglich schwach getriibte L6sung wurde beim Stehen 


') Obgleich anzunehmen ist, dafs die abgeschiedenen Praparate 
nicht einheitlicher Natur waren, so wollen wir doch einiges iiber die 
physikalischen Eigenschaften der in angegebener Weise isolierten Pro- 
dukte angeben. a 
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im Polarisationsrohr klar: die Drehung betrug im 200-Milli- 
meterrohr im Soleil-Ventzkeschen Apparat -}- 6,5°. Daraus 
berechnet sich eine spezifische Drehung von |a|j) = -+- 9,3°. 

Da bei der Darstellung des fiir diesen Versuch verwen- 
deten Priéparates wiederholt erwiirmt worden war, so kann 
eine partielle Racemisierung wohl eingetreten sein. Ulpiani 
gibt fiir reines Kierlecithin eine spezifische Drehung von -+- 11° 
an. Wie weiter unten gezeigt wird, enthalten die untersuchten 
Priiparate nicht unbedeutende Mengen von Kohlenhydraten und 
da sich eigentliches Lecithin beim Erwérmen leicht racemisiert, 
so ist es woh! denkbar, dafi die optische Aktivitiét auf das 
Vorhandensein der aufgefundenen Kohlenhydratkomplexe zurtick- 
zuftihren ist. 

Chemische Eigensehaften. Die alkoholische Lésung 
unserer aus Weizenmehl dargestellten Priparate mit einem 
Phosphorgehalt von 1,5°/o zeigte folgendes Verhalten. Alkoho- 
lische L6sungen von Chlorcadmium, Platinchlorid, Bleiacetat 
erzeugen flockige, weife, in Benzol lésliche, in Ather unlés- 
liche Fallungen. Alkoholische Zink- und Zinnchloriirl6sungen 
und Pikrinsiure geben keine Fiillungen. Die wasserige Pseudo- 
losung wird auf Zusatz von verdiinnten Mineralsiuren ausge- 
fiillt, starke Basen erzeugen darin keine Fiillungen, hingegen 
bewirkt Barytwasser eine starke flockige Fallung. 

Beim Kochen der Priiparate mit Barytlauge tritt Karamel- 
geruch auf; beim Erhitzen mit verdiinnten Mineralsaéuren er- 
halt man eine die Fehlingsche Lésung reduzierende Fliissig- 
keit. Beim Erhitzen mit 12°/oiger Salzsiiure tritt Geruch nach 
Furfurol auf; die entweichenden Diimpfe fiirben Anilinacetat- 
papier intensiv rot. Beim Kochen mit Phloroglucinsalzsaure 
erhalt man eine rote L6ésung, beim Kochen mit Orcin und 
salzsdure tritt Griinfairbung auf; der griine Farbstoff lost sich 
in Amylalkohol auf. Durch diese Reaktionen ist die Anwesen- 
heit von Kohlenhydraten in den in absolutem Ather ldslichen 
Priparaten nachgewiesen. 

Chemische Zusammensetzung der Praparate. Der 
Phosphorgehalt schwankte zwischen 1,5—2,6°/o. Schwefel ent- 
hielten die untersuchten Priiparate nicht. Der Stickstoffgehalt 
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schwankte zwischen 0,74—1,6°/o. Ein geringer Teil des Stick- 
stoffs ist in Form von Ammoniak vorhanden. 10 g eines in 
absolutem Ather vollstandig lislichen Priiparates wurden mii 
ammoniakfreiem Wasser bei 40° einige Zeit digeriert, mit Koch- 
salz versetzt und die Emulsion, so gut es ging, von der Lésung 
durch Filtrationen getrennt: das nicht vollig klare Filtrat wurde 
im Vakuum bei einer 55° nicht iibersteigenden Temperatur 
nach Zusatz von Magnesia zur Trockene eingedunstet, die iiber- 
gehende Fliissigkeit in verdiinnter Schwefelséiure aufgefangen, 
mit reiner Lauge neutralisiert und mit Nesslers Reagens ver- 
setzt, wobei eine starke rotbraune Fiillung auftrat. Durch Be- 
handeln der ftherischen L6sungen unserer Priéparate mit viel 
Wasser gelang es uns, die kleinen Mengen Ammoniak zu ent- 
fernen. Der Ammoniakgehalt wurde durch Erhitzen einer Probe 
mit Magnesia und Wasser im Vakuum bei 40° bestimmt. 
0.5399 g Substanz gaben 0,0012 g N = 0,22°/o. Stickstoff 
in Form von Ammoniak. 

Dieses Ergebnis und andere Beobachtungen legen die Ver- 
mutung nahe, daf die kleinen Mengen von Ammoniak vielleicht 
infolge einer allmahlichen Verianderung des Phosphatides ent- 
standen sind. Wir kénnen auch nicht behaupten, dab die 
durch Vakuumdestillation tibergegangene Base nur allein als 
Ammoniak anzusprechen ist. 

Es ergab sich, da®B die aus verschiedenen Proben von 
Ausgangsmaterial hergestellten Praparate beziiglich des Stickstoll- 
gehaltes betréichtliche Schwankungen aufwiesen. Es mégen hier 
einige Angaben iiber denStickstoffgehalt einiger Priaparate folgen: 

Kin Praparat mit einem Phosphorgehalte von 1,55° 0 
enthielt 0,9°/o N. Ein anderes Priiparat mit einem Phosphor- 
gehalte von 1,53°/o enthielt 0,93°/o N. Ein Praparat mit einem 
Phosphorgehalte von 1,5°/o enthielt 1,06°/o N. Ein Praparat 
mit einem Phosphorgehatt von 1,55°/o enthielt 1,6°/0 N. Kin 
Priiparat mit einem Phosphorgehalt von 2,6°/o enthielt 1,6°/o N. 

Angenommen nun, daf in dem Préparat mit einem Phos- 
phorgehalt von 1,5°/o der Phosphor nur dem reinen Lecithin 
zukommt, so wiirde sich ein Stickstoffgehalt von 0,64°/o be- 
rechnen. Dieser Befund macht es wahrscheinlich,' daB diese 
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Priiparate neben Lecithin noch andere stickstoffhaltige Verbin- 
dungen einschlieBen konnen. 

Es mége hier bemerkt werden, dai obige Angaben tiber 
den Stickstoffgehalt sich nur auf Praparate beziehen, die aus 
Cerealien — und zwar speziell aus Weizensamen dargestellt 
worden sind. Aus andern Pflanzensamen wurden, wie weiter 
unten ausgefiihrt werden soll, Phosphatidpriparate erhalten, 
deren Phosphorgehalt auch sehr niedrig war, bei welchen jedoch 
das Verhiltnis P : N ungefaéhr mit demjenigen iibereinstimmte, 
wie wir es im eigentlichen Lecithin vorfinden. 

Bestimmung der Methylgruppen. Von den erwiahnten 
Reaktionen verdient die Fiallbarkeit der alkoholischen Lésung 
unseres Préparates durch alkoholische Bleiacetatlbsung Beach- 
tung: denn nach einigen Forschern soll Lecithin durch Blei- 
acetat nicht gefiillt werden. Nach Koch sowohl als auch Thu- 
dichum soll aber Kephalin durch Bleiacetat gefillt werden. Da 
nach den Angaben Kochs sich in gewissen, aus Pflanzen dar- 
cestellten Lecithinpraparaten auch Kephalin vorfindet, vermu- 
teten wir auch in unseren Praéparaten das Vorhandensein dieser 
Substanz. Die Menge der Fallung mit Bleiacetat ist nicht 
unbedeutend; denn aus einer konzentrierten, 8 g enthaltenden, 
alkoholischen LOsung wurden 3,5 g des Priiparates gefiallt. Auch 
der Befund, dafB in einem Phosphatidpriparat ein Platindoppel- 
salz einer Base erhalten wurde, dessen Pt-Gehalt grofer als 
derjenige des Cholinplatinchlorids war, legte die Vermutung 
nahe, daB unsere Préparate neben Cholin wahrscheinlich noch 
eine methylirmere Base einschlossen. Natiirlich wiirde eine 
Heimengung eines dem Lecithin so ahnlichen Phosphatids den 
niedrigen Phosphorgehalt unseres Priiparates allein nicht er- 
kliiren. Immerhin war es interessant zu untersuchen, ob unser 
Préiparat dieses «Stoffwechselprodukt» des Lecithins, wie Koch 
das Kephalin auffaBt, enthalt. 

Die Kochsche Methode des Nachweises von Kephalin 
beruht auf der Bestimmung der an Stickstoff gebundenen Methyl- 
gruppen und hat natiirlich zur Voraussetzung, dah auber den dem 
Lecithin und dem Kephalin eigenen Basen keine anderen Kom- 
piexe vorkommen, die Methylgruppen an Stickstoff gebunden 
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enthalten. Bei der Bestimmung der Methylgruppen nach der 
Methode Herzig-Meyer, die Koch zuerst bei reinem Lecithin 
und bei einem Korper ausfihrte, den er seinem Verhalten nach 
als Kephalin bezeichnete, fand er, dab sémtliche an Stickstoff 
gebundene Methylgruppen im Kephalin unterhalb 240° abge- 
spalten werden und daf bei dieser Temperatur nur ein Dritte! 
der Methylmenge vom Lecithin abgespalten wird. Die iibrigen 
zwei Drittel der an Stickstoff gebundenen Methylgruppen des 
Lecithins werden erst bei 300° losgel6st. W. Koch fiihrte aber 
auch Methylbestimmungen bei Préparaten mit niederem Phos- 
phorgehalte aus. Der niedere Phosphorgehalt unseres Priipa- 
rates hat also, falls es oben erwiihnter Voraussetzung geniigt, 
keinen weitern Kinflub. 

Wir fiihrten Bestimmungen der Methylgruppen nach der 
Methode Herzig-Mever aus, die von Koch zuerst fiir solche 
Priiparate angewendet worden ist. Das zu unserem Versuche 
verwendete Priiparat hatte einen Phosphorgehalt von 1,53°/, 
und einen Stickstoffgehalt von 0,93°/o. Dureh Erhitzen mit 
Jodammon und Jodwasserstolff wird das an Stickstoff gebundene 
Methy! in Jodmethyl verwandellt, welches durch einen Kohlen- 
siiurestrom in eine alkoholische Silbernitratlésung gefiihrt wird, 
und das abgeschiedene Jodsilber gewogen. Zuerst wurde auf 
einem Glycerinbad, welches spiiter durch ein Sandbad ersetzt 
wurde, angeheizt. Nachdem die Gesamtmenge des bei 24(° 
abspaltbaren Methyls losgelost ist, labBt man den Apparat im 
Kohlensiiurestrom erkalten und wiigt die abgeschiedene Jod- 
silbermenge. Dann wird von neuem angeheizt und nun die 
bei 300° abspaltbare Methylmenge bestimmt. 

1. Bestimmung unterhalb 240°. 0,305 g gaben 0,078 g Jod- 
silber. Nach Meyer entsprechen 100 Teile Jodsilber 6,38 Teilen 
Methyl. 78 mg AgJ also 4,97 mg CH,. Daraus berechnet sich 
ein Gehalt von 1,63 °/o0 CH. 

2. Bestimmung bei 240°. 0,3207 g gaben 0,085 g Ag. 
Daraus berechnet sich ein Gehalt von 1,68°/o CHsg. 

Nun wurde der ganze Apparat im CO,-Strome erkalten 
gelassen und darauf von neuem angeheizt. Die Silbernitratlésung 
blieb klar, bis die Temperatur im Sandbade ca. 320° betrug. 
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Dann fand plotzlich die Abscheidung von Jodsilber statt. Die 
Menge desselben betrug 0,080 g, woraus sich ein Gehalt von 
1.59°/o bei 300° abspaltbares Methyl berechnet. 

Bei den beiden Temperaturstufen wurde so lange erhitzt, bis 
die Jodsilberfallung sich absetzte und die Fliissigkeit klar wurde. 

Da die verwendete Substanz 1,5°/o P enthalt, enthielten 
0.320 g derselben 0,0048 g P. Im Lecithinmolekiil entsprechen 
einem Atom Phosphor 3 Methylgruppen oder 4,8 mg P wiirden 
7.2 mg CH, entsprechen. Wir erhielten jedoch 4,79 mg CHs, 
welches bei 240° abgespalten wurde und 5,12 mg bei 300° 
abspaltbares Methyl. Dem Phosphorgehalte des Préparates 
wirde, wenn die abgespaltenen Methylgruppen lediglich von 
cigentlichem Lecithin herriihren, ein Methylgehalt von 2,2 °/o 
entsprechen, er betragt aber in Wirklichkeit 5,24°/o. Die Mengen 
der bet den verschiedenen Temperaturen abgespaltenen Methyl- 
gruppen sind folgende: unter 240° 1,65°/o, bei 800° 1,59°/o. 
\Venn die Gesamtmenge der abgespaltenen Methylreste nur aus 
eventlichem Lecithin hervorgegangen wiire, so sollten unter 
240° 0,7°/o und bei 800° 1,5°/o abgespalten worden sein. Durch 
diese Versuche konnte das Vorhandensein von Kephalin in 
unseren Préparaten nicht mit Sicherheit bewiesen werden. 

Wie oben schon angegeben wurde, schlossen unsere Pré- 
parate Kohlenhydratkomplexe ein. Um festzustellen, ob die 
Kohlenhydrate nur beigemengt, oder in eigent.icher B.ndung 
mit anderen organischen Komplexen vorliegen, stellten wir fol- 
vende Versuche an: 

1.5 g eines in absolutem Ather vollstiindig léslichen Prii- 
purates wurden mit ca. 100 eem Wasser digeriert, bis eine ganz 
gleichmaBige Emulsion entstanden war. Diese Emulsion wurde 
nach Zusatz von Kochsalz ausgeiithert und die eingeengte wiis- 
serige Schicht in zwei Teile geteilt. Der eine Teil wurde mit etwas 
konzentrierter Salzsiiure gekocht, wobei eine die Fehlingsche 
LOsung reduzierende Fliissigkeit erhalten wurde, aber auch ohne 
vorhergehendes Kochen des wisserigen Auszuges trat Reduktion 
ver alkoholischen Kupfersulfatl6sung ein. 

Um nun festzustellen, ob durch die Behandlung mit Wasser 
der Kohlenhydratkomplex vollstiindig abgespalten werden kann, 
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wurde ein weiterer Versuch ausgefiihrt. Die atherische Lisung 
von 2,4 g des Praparates wurde mit Wasser geschiittelt, dic 
vom Wasser getrennte itherische Schicht mit Natriumsulfa: 
getrocknet und der Ather abdestilliert. Der Destillationsriickstand 
in absolutem Ather nochmals aufgelést, der Ather wieder ab- 
destilliert. Ein Teil des nun verbliebenen Rtickstandes gab beim 
Kochen mit Salzsiiure eine Fliissigkeit, welche die Fehling- 
sche Losung stark reduzierte. Der tibrige Teil des Riickstandes 
wurde mil Wasser verrieben und die Emulsion ausgeiither(, 
Die dabei erhaltene wiisserige Schicht reduzierte Fehlingsche 
Losung stark. Die atherische Lo6sung wurde in zwei gleiche 
Teile geteilt und e‘ngedunstet. Der eine Teil wurde mit ver- 
diinnter Salzsiéiure gekocht und die vom unloslichen Riickstand 
getrennte Fliissigkeit nach der Neutralisation mit Fehlingscher 
Losung gepriift, wobei kriaftige Reduktion eintrat. Der andere 
Teil wurde direkt mit Fehlingscher Lo6sung erwérmt, wobei 
eine allméhliche und nicht so intensive Reduktion eintrat, wie 
im ersten Fall. 

Auf Grund dieser Versuchsergebnisse und im Hinblick 
auf die Tatsache, daf erst bei andauerndem Kochen mit ver- 
diinnten Mineralsiiuren die ganze Kohlenhydratmenge losgelost 
wird (siehe S. 303), glauben wir zunachst der Vermutung 
Raum zu geben, dafB die von uns dargestellten Praparate die 
Kohlenhydrate in eigentlicher Bindung mit anderen Komplexev 
enthalten. Denn es gelang nicht, durch 6fteres Uml6ésen in ab- 
solutem Ather ein Teil des Kohlenhydratkomplexes abzutrennen, 
und durch Behandeln mit Wasser konnten wir nur einen Teil 
der reduzierenden Substanzen gewinnen. 

Quantitative Bestimmung der Kohlenhydrate. lm 
sich nun AufschluB iiber die Mengen der in unseren Praparaten 
enthaltenen Kohlenhydrate zu verschaffen, verfuhren wir wie 
folgt. Eine abgewogene Menge im Vakuum langere Zeil ge- 
trockneter Substanz, die im absoluten Ather vollstandig léslich 
war, wurde mit einer abgemessenen Menge Salz- oder Schwetle!- 
siiure bekannter Konzentration eine bestimmte Zeit erhitzt: 
nach dem Erkalten wurde von der klaren Lisung ein aliquote? 
Teil abpipettiert, darin der Zucker durch Erhitzen mit Fehling- 
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scher L6sung in bekannter Weise bestimmt und als Dextrose 
herechnet. In den meisten Fiillen wogen wir das abgeschiedene 
und getrocknete Kupferoxydul ohne vorhergehende Reduktion, 
da wir uns durch viele Versuche itiberzeugt hatten, dab bei 
der Reduktion des Oxyduls die berechenbare Menge Kupfer 
resultiert; die Abweichungen lagen in den meisten Fallen inner- 
halb der zulassigen analytischen Fehler. 

Wir fanden, dai durch kurz andauernde Behandlung mit 
verdiinnten Mineralsiuren nur ein Teil der vorhandenen Kohlen- 
hydrate abgespalten wird; es wurde daher die iibriggeblicbene 
Fliissigkeit durch Zusatz von Séure auf die gleiche Konzen- 
tration gebracht, sodann weiter erhitzt und in einem aliquoten 
Teil der Fliissigkeit der Zucker wie angegeben bestimmt. Im 
folgenden geben wir die erhaltenen Resultate an.!) 

I. 2,2 g Substanz gaben beim Erhitzen mit 50 cem 5°/oiger 
Schwefelsiiure im Wasserbade nach einer Stunde 6,18°/o, nach 
zweistiindigem Erhitzen 18,18°/o Zucker. 

I]. 2 g Substanz wurden mit der gleichen Menge 5°/oiger 
Schwefelsiure 3 Stunden ohne Unterbrechung im Wasserbade 
erhitzt. Wir erhielten 8,95°/o Zucker. 

ll. 1,4 g¢ Substanz wurden mit 50 cem 5°/oiger Salz- 
siiure 2 Stunden auf freier Flamme gekocht; aus der abge- 
<chiedenen Kupferoxydulmenge berechnet sich ein Gehalt von 
14.8°/o Zucker. Nach weiterem dreistiindigen Kochen fanden wir 
noch 0,5°/o, so daf durch sechsstiindiges Kochen mit 5°/oiger Salz- 
sdure 15,3°/o Zucker, berechnet als Dextrose, abgespalten werden. 

IV. Durch fiinfstiindiges Kochen mit 5°/oiger Schwefel- 
siure wurden 16,65°/o Kohlenhydrat abgespalten. 

V. Ein anderes Priaparat, dessen Phosphorgehalt nur 1,05°/o 
betrug, gab bei fiinfstiindigem Kochen mit 5°/oiger Salzsiiure 
20.25/09 Zucker. 

Quantitative Bestimmung der Pentosen. Es war nun eine 
weitere Aufgabe, die in unseren Priaparaten enthaltenen Pen- 
tosenquantitiiten zu ermitteln. Wir beniitzten die von Tollens 
ungegebene Methode und fillten das beim Erhitzen mit Salz- 
sdure Ubergehende Furfurol mit Phloroglucin aus. 


') Die Bestimmungen wurden doppelt ausgefiihrt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 21 
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+,.23 g vakuumtrockener Substanz wurden mit 100 cen 
12°%/oiger Salzsdure erhitzt, bis 30 ccm Fliissigkeit iiberdestilliert 
waren, sodann wurde der Kolbeninhalt auf das gleiche Volumen 
gebracht und so weiter verfahren, bis 180 cem Destillat re- 
sultierten, das saure Destillat wurde mit Phloroglucinsalzsiiure 
versetzt, worauf eine griine Firbung eintrat, allmihlich ent- 
stand eine rote Fiillung, welche nach 12stiindigem Stehen auf 
ein getrocknetes und gewogenes Filter gebracht, mit etwas 
Wasser ausgewaschen, trocken gesogen und sodann im Wasser- 
stoffstrom bei 100° getrocknet wurde. Die Menge des zinnober- 
roten Pulvers betrug 0,0374 g, daraus berechnet sich eine Menge 
von 0,5 °/o Pentosen. 

Die zinnoberrote Fiarbung des abgeschiedenen Phloro- 
glucids beweist, dal beim Erhitzen mit Salzséure Methylfurfuro| 
gebildet wird: da aber das erhaltene Phloroglucid nicht yoll- 
stindig in wiisserigen Alkalien léslich war, so schloB das Kon- 
densationsprodukt auch Furolphloroglucid ein. 

Auf Grund dieser Versuchsergebnisse darf man wohl }e- 
haupten, dafi unsere Priparate neben Methylpentosen auch kleine 
Mengen von Pentosen einschlossen. !) 

Beim Erhitzen unserer Priparate mit 12°/oiger Salzsiiure 
erhielten wir auch nach liingerem Destillieren Fliissigkeiten, 
welche Anilinacetatpapier stark réteten, mit Phloroglucinsa!z- 
siiure aber kein unlésliches Kondensationsprodukt mehr lieferten. 
Fiir diese Beobachtung vermégen wir zurzeit noch keine Er- 
klirung abzugeben. 

Quantitative Bestimmung des Galaktoserestes. Da die 
Mengen der Pentosen im Vergleich zu den durch Kochen mit 
Siiuren abspaltbaren Zuckermengen nur sehr gering war, suchten 
wir festzustellen, ob unsere Priiparate auch Galaktosereste cin- 
schlieben. 20 ¢@ Substanz wurden mit 5°/oiger Schwefelsiiure 
3 Stunden auf dem Sandbade gekocht; die schwach gefiirbie 
Losung durch Filtration von dem dunkelgefarbten schmieriges 
Riickstand getrennt, letzterer ausgewaschen, die vereinigict 
Fliissigkeiten wurden nun mit Hilfe von Baryt von der Schwetlel- 
siiure befreit und die vom Baryumsulfat getrennte Lésung }e! 


') KE. Votocek. Ber., Bd. XXX, 8S. 1198. 
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yiederer Temperatur zum Sirup eingedunstet. Der Sirup wurde 
nun nach den Angaben von Tollens mit Salpetersiiure (d = 1,15) 
oxydiert, in das Gemisch wurde eine Spur Schleimsiure ein- 
setragen und einige Zeit stehen gelassen, wobei sich weibe 
sandige Krystalle ausschieden, welche auf ein gewogenes Filter 
vebracht, mit etwas Wasser ausgewaschen und gewogen wurden. 
Die Ausbeute betrug 0,76 g. Die Krystalle schmolzen bei 216° 
und lésten sich leicht m verdtinnten Alkalien. Bei der Oxy- 
dation des Sirups war also Schleimsiéure entstanden, was auf 
das Vorhandensein eines Galaktoserestes hindeutet. Da man 
nach den auf Seite 303 beschriebenen Versuchen aus 20 g des 
Priiparates etwa 3,3 g Zucker abspalten kann, so berechnet 
sich aus der erhaltenen Schleimséuremenge ein Gehalt von 
30°/o Galaktose.!) Da der fiir diesen Oxydationsversuch ver- 
wendete Sirup neben Hexosen auch noch andere Verbindungen 
einschloB, kann man wohl nicht erwarten, dal} die Oxydation 
so glatt verlauft, wie bei Anwendung reiner Galaktose, und es 
ist daher fraglich, ob man auch in unserem Falle zur Berech- 
nung der vorhandenen Galaktosequantitiit aus der erhaltenen 
Schleimsiituremenge den von Tollens angegebenen Faktor 4/s 
beniitzen darf. 

Jedenfalls aber beweist dieser Versuch das Vorhanden- 
sein von Galaktose; daf} aber daneben sich noch andere Zucker- 
urten vorfinden, geht aus der relativ niederen Schleimsiure- 
ausbeute bei der Oxydation des Sirups hervor und ergibt sich 
ferner aus der Tatsache, dab wir beim Erhitzen eines in éhn- 
licher Weise erhaltenen zuckerhaltigen Sirups mit essigsaurem 
Phenylhydrazin ein Osazon erhielten, welches nach dem Um- 
krystallisieren bei 204° schmolz. Da nun das Galaktosazon 
nach Fischer bei 193—194, das Glukosazon bei 205° schmilzt, 
so schlof der Sirup also wohl auch Glukose ein. 


Spaltungsversuche mit dem Phosphatid aus 
W eizenmehl. 
Obgleich es uns nicht gelungen war, aus unseren Aus- 
sungspraparaten reines Lecithin abzuscheiden, ist es doch nicht 


') Bezogen auf die Gesamtmenge der vorhandenen Kohlenhydrate. 


21* 
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ausgeschlossen, da unsere Priparate kleine Mengen eigent- 
liches Lecithin enthalten; es ist ja denkbar, daf in Gemischen 
das Lecithin sich gegeniiber den von uns verwendeten Fallungs- 
mitteln und Lésungsmitteln anders verhilt als reines Lecithin. 
Wir sind auf Grund der beschriebenen Versuche zur Ansicht 
gekommen, dali ein grober Teil der organischen Phosphor- 
verbindung sich in eigentlicher Verbindung mit Kohlenhydrat- 
gruppen vorfindet und daf es noch vieler Versuche bedarf, 
um eine Trennung der einzelnen Konstituenten der von uns 
aus verschiedenen Pflanzensamen und _ pflanzlichen Objekten 
dargestellten phosphorhaltigen organischen Verbindungen herbei- 
zufiihren. Es schien uns zunichst angezeigt, sich noch weiteren 
AufschluB tiber die bei der Spaltung unserer Priiparate mit Sauren 
entstehenden Kohlenhydrate zu verschaffen und gleichzeitig <cie 
dabei gebildeten  stickstoffhaltigen Verbindungen zu isolieren. 
Da uns eine grdfere Menge Ausgangsmaterial, welche aus 
Weizenmeh! dargestellt worden war, zur Verfiigung stand, haben 
wir die Versuche hauptsichlich bei diesen Priiparaten ausge- 
fiihrt. Uber die bei der Spaltung erhaltenen Fettsiiuren machen 
wir zuniichst keine weiteren Angaben, da die Untersuchungen 
noch nicht beendet sind. Beziiglich einiger in dieser Richtung 
erzielten Ergebnisse verweisen wir auf die Dissertation von 
Q. Hiestand. Wir haben verschiedene Spaltungsversuche aus- 
gefiihrt und méchten nur diejenigen anfiihren, an welche sicli 
spiitere Untersuchungen ankniipfen sollen. 

I. Spaltung mit Schwefelsiiure. 40 g eines nicht voll- 
stiindig trockenen Priparates wurden in absolutem Ather ge- 
lést, von der Triibung abfiltriert, der Ather abdestilliert und 
der Rickstand sodann im Wasserstoffstrom bei 90° getrockne!: 
es verblieben nun 33,7 g Trockensubstanz, diese wurde mil 
180 cem 5°/oiger Schwefelsiiure 5 Stunden am RiickfluBkiih!er 
auf freier Flamme gekocht. Durch diese Behandlung erfolgie 
nicht nur eine Abspaltung der Kohlenhydrate, sondern auch 
eine vollstiindige Spaltung des Priiparates; es resultiert nach 
dem Abkihlen eine schwach gefiirbte Fliissigkeit und ein aus 
Fettsiiuren und anderen noch nicht niher untersuchten Stoflen 
bestehender schmieriger Riickstand, welcher nur zum Teil in 
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Alkohol léstich war. Dieser Riickstand wurde im Scheide- 
trichter von der Fliissigkeit getrennt, einige Male im Scheide- 
trichter mit Wasser durchgeschittelt, die gesamte Fliissigkeits- 
menge betrug 362 ccm. In je 5 cem dieser Fliissigkeit wurden 
» Zuckerbestimmungen mit Hilfe der Fehlingschen Lésung 
ausgefiihrt. 

5 cem gaben bei der Reduktion 0,1513 g Cu = 0,0772 g 
Zucker. Die Gesamtmenge betrug somit 5,59 g oder 16,65°/o. 

Durch weiteres Kochen wurde das Reduktionsvermégen 
der Fltissigkeit nicht vergrOBert. Es ist beachtenswert, dab 
beim Erhitzen auf dem Wasserbade nur ca. 9°/o Zucker er- 
halten werden konnten. Dieser Befund spricht wohl auch dafiir, 
dai die Kohlenhydrate nicht nur als mechanische Beimengungen 
vorhanden sind. 

Die nach der Bestimmung des Reduktionsverm6égens ver- 
bliebene Fliissigkeit wurde mit Phosphorwolframsiure gefiillt, 
die entstandene Fillung nach liingerem Stehen von der Fliissig- 
keit durch Filtration getrennt, mit 5°/oiger Schwefelsdéure aus- 
gewaschen und aus der Fiillung in bekannter Weise die Basen 
mit Hilfe von Baryt in Freiheit gesetzt. Die vom tiberschiissigen 
Baryt mit Hilfe von Kohlensiure befreite Fliissigkeit wurde 
mit Salzsiiure neutralisiert und eingedunstet. Beim Stehen im 
Vakuumexsikkator schieden sich 1,3 g farbloser Nadeln aus, 
die bis auf geringe Spuren von Baryumchlorid in absolutem 
Alkohol léslich waren. Die alkoholische L6sung wurde mit 
alkoholischer Platinchloridl6sung versetzt, die Fiillung nach 
einigem Stehen durch Absaugen von der Fliissigkeit befreit, 
mit absolutem Alkohol wiederholt ausgewaschen und sodann 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Der Platingehalt des 
Doppelsalzes betrug 32,10 

0,1781 g Substanz gaben 0,0572 g Pt. 

Die vom Phosphorwolframsiureniederschlag getrennte, stark 
sauer reagierende Fliissigkeit wurde zum Sieden erhitzt, mit 
baryumhydroxyd von der Schwefelséure und der iiberschiissigen 
Phosphorwolframsiiure befreit und die vom Niederschlag ge- 
‘rennte Lésung zum Sirup eingedunstet. Dieser gab an Ather 
last nichts ab, dagegen war ein Teil in 95°/oigem Alkohol léslich. 
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Kine Probe des Alkoholextraktes gab beim Verbrennen mit Soda 
und Salpeter Phosphorsiiurereaktion. Das alkoholische Extrakt 
des Sirups lieben wir im Exsikkator verdunsten. Ferner wurde 
der zihe Riickstand des Sirups mit verdiinnterem Alkohol ge- 
koeht und das Extrakt ebenfalls zur Krystallisation hingestellt 
Der in verdiinnterem Alkohol unlésliche Riickstand des Sirups 
l6ste sich fast vollstiindig in kaltem Wasser auf, diese Lésung 
gab mit Schwefelsiiure eine starke weibe Fiillung. Ferner gah 
eine Probe des Riickstandes beim Erhitzen mit saurem Kalium- 
sulfat intensiven Akroleingeruch; dieser Riickstand war sehr 
phosphorreich, er enthielt demnaech wohl Baryumglycerophos- 
phat. Trotz vieler Versuche war es nicht gelungen, aus den 
in Alkohol lOslichen Massen einen krystallisierenden Zucker zu 
erhalten. Da das Zinksalz der Glycerinphosphorsiiure krystalli- 
siert. lOsten wir einen Teil des in Alkohol unl6éslichen Riick- 
standes vom Sirup in Wasser, versetzten die heibe Lésung 
mit Zinksulfatl6sung, bis fast keine Fiillung mehr entstand, und 
iiberlieBen das Filtrat der Krystallisation im Exsikkator.') 

3. Spaltungsversuch. Bei dem vorhergehenden Versuche 
war es nicht gelungen, Zucker in krystallisierter Form zu er- 
halten. Wir spalteten nun eine gréfere Menge Phosphatid und 
isolierten den Zucker mit Hilfe von Benzylphenylhydrazin. 

Wir verfuhren wie folgt: 200 ¢ des Phosphatides, von 
denen 100 ¢ durch liingere Acetonbehandlung, die andern 100 ¢ 
durch andauernde Behandlung mit Essigester gewonnen worde: 
waren, wurden, um das Material mdglichst fein zu verteilen. 
mit Wasser durehgeknetet. Nach mehrstiindigem Erwiarmen 
auf 50° entstand eine homogene Emulsion, welche einige Tage 
stehen gelassen wurde. Um die durch diese Behandlung abh- 
gespaltene Kohlenhydratmenge zu bestimmen, wurde versuch. 
eine Probe zu filtrieren, was jedoch auch nach Verdiinnen 1. 
Wasser nicht modglich war. SchlieBlich wurde ein aliquoter 
Teil der Emulsion ausgefithert und die Zuckermenge in der 
wiisserigen Schicht bestimmt. 5 cem gaben 0,028 g Kupfer 
— 0.015 ¢ Zucker, oder da die Fliissigkeit 500 cem betruyz. 
waren 1,5°'o Zucker abgespalten worden. Das 4stiindige Er- 


') Uber dieses Zinksalz sollen weitere Mitteilungen folgen. 
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wirmen auf 50° hatte also denselben Effekt wie mehrmonat- 
liches Stehen der wiisserigen Emulsion, denn nach 3!'/2monat- 
lichem Stehen einer wiisserigen Phosphatidemulsion derselben 
Herkunft, unter Zusatz von Antiseptica waren 1,33°%/o Zucker 
herausgelést worden. Wurde obige kmulsion nun 2 Stunden 
auf dem kochenden Wasserbade erhitzt, so erfuhr der Zucker- 
gehalt der Fliissigkeit nur einen sehr kleinen Zuwachs. Ks 
wurde nun so viel Schwefelsiiure zugesetzt, dal die Fliissig- 
keit 3°/o davon enthielt, und dann 7 Stunden auf 50—60° er- 
wirmt. Sehon nach ganz kurzer Zeit verschwand die brelige 
kmulsion; am Boden der Kolben sammelten sich braune, zu 
vroberen Flocken vereinigte Massen an, dariiber schwamm eine 
klare, gelbe Fliissigkeit. In der einen Portion hatte sich unter 
dem EinfluB der warmen Schwefelsiiure 5°/o, in der andern 
6°/o Zucker gebildet. 

Beide Portionen wurden nun & Stunden auf dem kochenden 
Wasserbad gehalten, worauf 5 ccm der einen Portion bei der 
Reduktion 0,257 g Kupfer gaben, daraus berechnet sich ein 
Gehalt von 13,3 g¢ Zucker. 5 cem der anderen Portion gaben 
(222 g Kupfer, woraus sich ein Gesamtzuckergehalt dieser 
Portion von 11,4 g berechnet. Die in Wasser unldslichen, 
durch Filtration von den zuckerhaltigen Losungen getrennten 
Riickstande wurden abermals mit 3°/oiger Schwefelsiure 8 Stunden 
im kochenden Wasserbade gehalten, worauf 5 cem der 400 ccm 
betragenden Fliissigkeit bei der Reduktion 0.0664 g Kupfer 
= 0,034 g Zucker gaben, was einer Gesamtzuckermenge von 
2.7 g entspricht. Es wurde bei diesem Versuche keine stiirkere 
Siure verwendet und auch nicht auf freier Flamme gekocht, 
weil es uns daran gelegen war, die iibrigen Spaltungsprodukte 
des Phosphatids in méglichst unveriinderter Form zu gewinnen. 
bel einem anderen Versuch war es merkwiirdigerweise gelungen, 
ais dem Priparat unter ahnlichen Bedingungen beim Kochen 
mit 5°J/oiger Schwefelsiure 5°/o Kohlenhydrat abzuspalten, ohne 
dal das Priaparat im Aussehen und in den physikalischen Kigen- 
schaften wesentlich veriindert worden wiire. 

Die bei dieser Spaltung erhaltenen zuckerhaltigen Fliissig- 
keiten wurden vereinigt; ihr Zuckergehalt betrug 27,4 g. Eine 
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kleine Menge Kohlenhydrat war noch in dem in Wasser un- 
l6slichen Riickstand verblieben und konnte durch Auswaschen 
mit Wasser zum Teil entfernt werden. Die Gesamtmenge des 
abgespaltenen Kohlenhydrates war etwa 2°/o kleiner als bei 
friiheren Versuchen, was wahrscheinlich damit zusammenhiingt, 
dai die Spaltung nicht ‘durch Kochen der Flissigkeit vorge- 
nommen worden war. 

Im folgenden beschreiben wir nun diejenigen Versuche, 
welche mit der wiisserigen LOsung angestellt wurden, in der 
Absicht, die Kohlenhydrate in reinem Zustand darzustellen. Es 
gelang uns, aus der wasserigen Losung neben glycerinphosphor- 
saurem Baryum, Cholin auch reine Galaktose zu isolieren. 

Die saure LOsung wurde mit chemisch-reinem Baryt neu- 
tralisiert und die vom Baryumsulfat abfiltrierte Fliissigkeit auf 
dem Wasserbad vorsichtig zum Sirup eingedunstet. Dieser 
wurde oftmals mit warmem, 95°/oigem Alkohol extrahiert, das 
singeengte alkoholische Extrakt mit so viel 95°/oigem Alkohol 
versetzt, bis eine schwache Trtibung eintrat, und die Fliissig- 
keit der Krystallisation im Exsikkator tiberlassen. Auch nach 
mehrmonatlichem Stehen hatten sich keine Krystalle ausge- 
schieden. 

Dafi aus dieser LOsung sich kein Zucker in krystallisiertem 
Zustande ausschied, ist wohl darauf zurtickzuftikren, dab die 
Fliissigkeit eine Reihe verschiedener Substanzen_ einschlof. 
Es wurde !/1—!/s des durch Alkoholextraktion aus dem ur- 
spriinglichen Sirup gewonnenen Masse in Wasser geldést, mit 
Schwefelsiiture angesiiuert und mittels Phosphorwolframsiure 
von den Basen befreit. Das Filtrat von der Phosphorwolfram- 
siiurefallung wurde mit Baryt von den Séuren befreit und die 
von der Fiillung getrennte Losung eingedunstet. Der dadurch 
erhaltene Sirup wurde mehrmals mit warmem Alkohol extra- 
hiert und das Extrakt im Exsikkator stehen gelassen. Auch 
hier gelang es nicht, trotzdem das Cholin entfernt war, krystalli- 
sierten Zucker zu erhalten. 

Die Phosphorwolframsiureniederschlige wurden mit Baryt 
verrieben und das Cholin in bekannter Weise hergestellt. Da 
die Krystalle des salzsauren Cholins nicht einheitlicher Natur 
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waren und ihnen eine nicht unbedeutende Menge eines Sirups 
avhaftete, wurden die Krystalle durch nochmalige partielle 
Fillung mit Phosphorwolframséure gereinigt. Aus der alkoho- 
lischen, salzsauren LOsung schieden sich nun feine Niidelchen 
aus. Die alkoholische LOsung derselben wurde mit alkoholischem 
Platinchlorid versetzt, das entstandene Doppelsalz aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert, zur Reinigung zwischen Filtrier- 
papier abgepreBbt und zur Platinbestimmung beniitzt. Der Platin- 
gehalt war 31,7°/o. Die Theorie verlangt 31,87°/o Platin. 
00,2805 g Substanz gaben 0,08900 g Platin. 

Der durch Eindunsten der séurefreien Fliissigkeit ge- 
wonnene Sirup wurde, wie oben gesagt, mit 95°/oigem Alkohol 
in der Wiirme extrahiert, dabei blieb ein unldslicher, braun 
gefiirbter Riickstand, welcher sich auch in verdiinnterem Alkohol 
nicht aufléste und der folgendes Verhalten zeigte: Beim Er- 
hitzen mit Kaliumbisulfat trat Akroleingeruch auf. Die Sub- 
stanz loste sich in Wasser, die Lésung gab auf Zusatz von 
Schwefelséiure eine weile Fallung. Da er phosphorhaltig war, 
schloB er wahrschetnlich glycerinphosphorsaures Baryum ein. 
Ui dieses darzustellen, wurde die wisserige LOsung des Riick- 
standes mit Alkohol gefallt, die Fillung abfiltriert, wieder in 
Wasser gelost und die Fallung mit Alkohol einige Male wieder- 
lolt. Eine Baryumbestimmung in dem bei 95° getrockneten 
Praparat ergab 39,5°/o Baryum, dieser Gehalt stimmt auf 
C,H,O,PBa -+- 2H,O. 0,4882 g gaben 0,3275 g BaSO, = 
39,5°%o Ba. Willstatter fand fiir ein bis 105° getrocknetes 
Priparat 43,42°/o Baryum, welche Zahl mit der theoretischen 
von C3H,0,PBa +- 1/2 H,O tibereinstimmt. Wahrscheinlich schloB 
das analysierte Salz noch ein saures Salz ein. Nach den An- 
gaben einiger Autoren ist das Baryumsalz zur Analyse nicht 
gut brauchbar, weil es oft saures Salz enthalt. 

Da es auch hier trotz vieler Versuche nicht gelungen 
war, einen Zucker in krystallisierter Form abzuscheiden, wurde 
versucht, die Zuckerarten unter Anwendung von Benzylphenyl- 
hydrazin von den anderen Beimengungen zu trennen. Wir 
verfuhren behufs Darstellung des Hydrazons nach der von 
. Ruff und G. Ollendorf angegebenen Methode. 
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Ungefihr die Halfte des Zuckersirups, welcher durch Ein- 
dunsten des Alkoholextraktes aus dem durch Spaltung mit 
Schwefelsiure erhaltenen Sirup gewonnen worden war, wurde 
in 160 cem 75°/oigem Alkohol gelést. Nach einer in einem 
aliquoten Teil der Losung ausgeftihrten Zuckerbestimmung ent- 
hielt diese Lo6sung 9,24 g Zucker. Zu dieser LOsung wurde 
eine alkoholische Losung von 10 g a-Benzylphenylhydrazin zu- 
gesetzt, worauf nach einigem Stehen eine kleine Ausscheidung 
entstand, welche abfiltriert und getrocknet wurde; dieses Pro- 
dukt schmolz bei 95°. Auf Zusatz von viel Wasser zum Fil- 
trat trat eine weitere, ebenfalls bei 95° schmelzende Fallung 
auf. Aus einer heifen alkoholischen Lésung dieses Rohpro- 
duktes schied sich beim Stehen in einer Kaltemischung ein 
bei 140° schmelzendes Produkt aus. 

3,5 g des so durch Umkrystallisieren gereinigten Hydrazons 
wurden mit 9 cem frisch destilliertem Formaldehyd auf dem 
Wasserbade erhitzt, wobei zuerst klare Losung, dann allmihlich 
eine Abscheidung eines schweren Oles, des Formaldehydhydra- 
zons, erfolgte. Nach dem Abkiihlen wurde letzteres durch 
Ausiithern entfernt, die wiasserige L6sung, um den iiberschiissigen 
Formaldehyd auszutreiben, unter wiederholtem Zusatz von Wasser 
eingedunstet. Der Riickstand wurde behufs Entfernung von Met- 
aldehyd mit Alkohol extrahiert, die alkoholische Lésung der 
Krystallisation im Exsikkator tiberlassen, worauf sich der Zucker 
krystallinisch ausschied. Die stark gefiirbten Krystalle konnten 
durch andauerndes Behandeln mit Tierkohle nicht entfirbt werden. 
Sie wurden wiederholt aus Wasser umkrystallisiert, durch Aul- 
streichen auf eine Tonplatte, Bespriihen mit Alkohol und Ather 
und durch Stehenlassen im intensiven Sonnenlicht gelang es 
schlieBlich, die Krystalle soweit zu entfarben, daB sie fiir die 
Bestimmung des Drehungsvermégens benutzt werden konnten. 

Eine Losung, welche in 5,65 cem 0,483 g Zucker enl- 
hielt, drehte im 100-Millimeterrohr im Soleil-Ventzkeschen 
Apparat -!- 19,83°. Daraus berechnet sich eine spezifische 
Drehung von |a]p = + 80,03°. Diese Zahl stimmt fast genau 
mit derjenigen der Galaktose tiberein. Um sicher festzustellen, 
daB die fiir die Polarisation verwendete Zuckerart reine Galak- 
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tose war, dunsteten wir die gesamte zur Polarisation verwen- 
dete Lésung ein, fiigten 6 ccm Salpeterséure vom spezifischen 
(Gewicht 1,15, engten auf 2 ccm ein, worauf eine weife, krystal- 
linische Ausscheidung entstand, deren Quantitét 0,354 ¢ betrug. 
Da nach Tollens bei der Oxydation der Galaktose 75—-789/o 
Schleimséiure entstehen kénnen, so hatten wir héclhistens 0,376 g 
erhalten kénnen. Es sei noch bemerkt, dafi der Schmelzpunkt 
der abgeschiedenen Schleimsiiure bei 218° lag. 

Auf Grund dieser Versuchsergebnisse diirfen wir behaupten, 
daB bei der Spaltung des aus Weizen darstellbaren Phosphatides 
Gialaktose entsteht. Daf aber daneben auch noch Dextrose ent- 
steht, beweist folgender Versuch: Wir erhitzten einen Teil des in 
oben beschriebener Weise durch Alkoholextraktion gewonnenen 
Syrups mit essigsaurem Phenylhydrazin auf dem Wasserbade eine 
halbe Stunde, trennten die ausgeschiedenen Krystalle von der 
Fliissigkeit, wuschen wiederholt mit Wasser und verdiinntem Al- 
kohol aus und kristallisierten wiederholt aus warmem, verdiinntem 
Alkoholum. Wir erhielten so ein bei 204° schmelzendes Osazon: 
nach E. Fischer schmilzt das Glukosazon bei 205°. 

Untersuchungen iiber die stickstoffhaltigen Be- 
standteile des Phosphatides. Beziiglich der stickstoffhal- 
tigen, unbekannten Komponenten des Préparates méchten wir 
folzende Beobachtungen mitteilen. 

Wie auf Seite 307 angegeben ist, erhielten wir einmal 
ein Platindoppelsalz, dessen Platingehalt etwas héher war, als 
er sich fiir Cholinplatinchlorid berechnen lift. Fiir diese Ab- 
weichungen fiihren wir zwei zulassige Erkliérungen an. 

Das Doppelsalz wurde beim Umkrystallisieren liingere Zeit 
erhitzt, dabei konnte ein Teil des Cholins in Neurin tiberge- 
yangen sein, welche Umwandlung sich nach Angaben einiger 
Forscher leicht vollziehen soll, ferner konnte der hohe Platin- 
gehalt von einer Beimengung von Doppelsalzen anderer Basen 
herrihren. Thudichum und Koch haben aus dem Kephalin 
Basen erhalten, deren Platinsalze einen héheren Pt-Gehalt auf- 
wiesen als das Cholinplatinchlorid. Da’ aber aufer Cholin 
noch andere Basen vorhanden sein kénnen, haben wir durch 
Bestimmung der an Stickstoff gebundenen Methylgruppen wahr- 
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scheinlich gemacht. Wie oben erwiéhnt wurde, betrug die Menge 
der abgespaltenen Methylgruppen mehr, als dem im Praparate 
enthaltenen eigentlichen Lecithin entspricht Unterhalb 240° 
wurden 3,3 mg oder ca. 30°/o der gesamten Methylmenge mehr 
abgespalten, und da dieser Uberschu8 von 30°/o bei 240° und 
nicht bei 300° abgespalten wurde, bei welcher letzterer Tem- 
peratur ?/s der Methylgruppen vom eigentlichen Lecithin los- 
gelist werden, kann dieser Uberschu8 an Methylgruppen von 
Basen herrtihren, wie sie auch im Kephalin vorkommen sollen. 
Diese Base resp. Basen kénnten an Glycerinphosphorsaure resp. 
Difettsiureglycerinphosphorsdure gebunden sein. In diesem Falle 
wire also eine eutsprechende Menge Cholin des Lecithins durch 
diese «Kephalinbasen» substituiert, und das Cholin konnte an 
andere unbekannte Komplexe der Verbindung oder auch an 
das Kohlenhydrat gebunden sein. Wir konnten vorliéufig nicht 
entscheiden, ob in der komplizierten Verbindung auch Kephalin 
vorkommt. Jedenfalls glauben wir wahrscheinlich gemacht zu 
haben, dai unser Phosphatid aufer Cholin noch andere stick- 
stoffhaltige Verbindungen enthilt. 

Kinen weiteren Beleg fiir das Vorhandensein anderer 
stickstoffhaltiger Komplexe neben dem Cholin liefert folgender 
Versuch: 

Kine Probe des Priiparates wurde 4 Stunden mit 5°/oiger 
Schwefelsiiure gekocht, der Riickstand durch Filtration von der 
Fliissigkeit getrennt, diese mit Phosphorwolframsiure gefiillt, 
dann wurden Stickstoffbestimmungen in dem beim Kochen ver- 
bliebenen unléslichen Riickstand, in der Phosphorwolframsiure- 
fillung und im Filtrat von dieser Fiillung ausgefiihrt. Wir 
erhielten dabei folgende Ergebnisse : 

1. Angewendet 2,007 g Substanz. Die Stickstoffbestim- 
mung im Phosphorwolframsiéureniederschlag ergab 0,0079 g 
Stickstoff — 0,36°/o N. 

2. Angewendet 2,1075 g Substanz. Die Stickstoffbestim- 
mung im Phosphorwolframséiureniederschlag ergab 0,0083 ¢ 
Stickstoff = 0,39°/o N. 

3. Es wurde nun auch der Stickstoff im Filtrat vom Phos- 
phorwolframsiiureniederschlag und in dem nach dem Kochen 
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mit Schwefelsiure verbliebenen, unléslichen Riickstand bestimmt. 
Angewendet 1,4 g Substanz. 

a) Der Stickstoffgehalt des Phosphorwolframséurenieder- 
schlages betrug 0,004804 g = 0,42°/o, bezogen auf das im 
Vakuum getrocknete Priiparat. 

b) Der Stickstoffgehalt des Filtrates betrug 0,004276 g == 


c) Der Stickstoffgehalt des Riickstandes betrug 0,003560 g 
( Ot 9/0. 

Der Stickstoffgehalt des Priiparates berechnet sich aus 
den 3 letzten Bestimmungen zu 1,1 /o. 

Bei der Stickstoffbestimmung in dem fiir diesen Versuch 
verwendeten Priiparat fanden wir 1,12°0: die Ubereinstim- 
mung der Summe der drei Zahlen mit den bei der direkten 
Bestimmung erhaltenen ist also eine sehr gute. Wie nun aus 
len angegebenen Zahlen hervorgeht, ist nur ca. !/s der in 
inserem Priiparat vorhandenen Stickstoffbestimmungen durch 
Phosphorwolframsiure fallbar; da nun das Cholin durch das 
Fiillungsmittel nahezu vollsténdig ausgefallt wird,!) so gelangen 
wir zur Ansicht, dafi neben dem Cholin bei der Spaltung mit 
Siuren noch andere stickstoffhaltige Verbindungen entstehen, 
ie durch Phosphorwolframsaéure nicht fallbar sind. Es sei 
laran erinnert, daB z. B. nach Salkowski das Neurin durch 
Phosphorwolframsiure nicht gefallt werden soll. 

“Wir hoffen, durch weitere Untersuchungen noch Auf- 
xlirung tiber diese Verbinduugen zu erhalten. 


Phosphatid aus Avena sativa. 


Die merkwiirdige Zusammensetzung der aus Weizen dar- 
-tellbaren phosphorhaltigen Préparate liefi es wiinschenswert 
rscheinen, ein Phosphatid aus einem andern Cerealiensamen 
herzustellen und zu untersuchen. Es wurde fiir diesen Zweck 
us Hafermehl ein Priiparat hergestellt, in dem Hafergries zuerst 
moglichst entfettet und darauf mit warmem Alkohol extrahiert 

irde. Der vom Alkohol durch Destillation befreite Riickstand 


') Wir behalten uns noch diesbeziigliche Versuche vor, 
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wurde in Ather gelést, der Ather abdestilliert und der Riick- 
stand mit Aceton behandelt, wodurch ein Priaparat mit einem 
Phosphorgehalt von 1,96°/o erhalten wurde. 

Da durch Kochen des Praparates mit verdiinnter Salz- 
siiure eine die Fehlingsche Loisnng reduzierende Fliissigkeit 
resultierte, wurde auch eine Kohlenhydratbestimmung ausge- 
fiihrt. 1,22 g wurden mit 50 cem 5°/oiger Salzséure 4 Stunden 
auf freier Flamme gekocht, worauf 5 cem der vom Riickstand 
getrennten Loésung bei der Reduktion 0,03696 g Kupfer = 
0,0194 g Zucker gaben. Die Zuckermenge betrug somit 15,90" ». 
Ein weiteres 3 stiindiges Kochen mit Salzsiiure hatte eine Zucker- 
zunahme von 0,91°/o zur Folge. Der Gesamtzuckergehalt be- 
trug demnach 16,81°/0, also ungefiihr so viel wie beim Weizen- 


phosphatid. 


Phosphatid aus Lupinus albus. 


Da friher von E. Schulze und E. Winterstein aus 
Lupinsamen «Lecithine» von niederem Phosphorgehalt erhalten 
worden waren, war es interessant zu untersuchen, ob solche 
Priparate auch kohlenhydrathaltig sind. 

70 kg Samen von Lupinus albus wurden 24 Stunden bei 
50—60° getrocknet und dann gemahlen. Das gepulverte Material 
wurde nun weitere 24 Stunden bei 40° getrocknet. Der Riick- 
stand, welcher 59,67 kg wog, wurde mit 300 g frisch gefiilltem, 
getrocknetem Calciumcarbonat gemischt, um die Einwirkung yon 
sauer reagierenden Stoffen bei der Extraktion auszuschlielen. 
Nun wurde zuerst mit Ather, dann mit Alkohol extrahiert. Der 
Riickstand wog nach der Extraktion 52,41 kg. 

Aus der alkoholischen Fliissigkeit, welche etwa 15 | be- 
trug, schieden sich ca. 500 g einer salbenartigen Masse aus, 
welche wir als das in Alkohol schwer lésliche Phosphatid be- 
zeichneten. Eine Probe desselben wurde in Ather gelist, yom 
Unléslichen durch Filtration getrennt: der Riickstand der Ather- 
lésung wurde mit Aceton in der Kiilte und spiiter damit au! 
dem Wasserbade digeriert, wobei nach laingerem Digeriercn 
eine fast weibe, kérnige Masse erhalten wurde, deren Plivos- 


phorgehalt 2,7°/o betrug. 
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0.6385 g brauchten 15,9 com Molybdinlésung (1 ccm = 0,0025 g P,O,) 
= 2.71% P. 

Eine Kontrollbestimmung nach der gewéhnlichen Molyb- 
dinmethode ergab 2,74°/o P. 

0.5754 g gaben 0,0566 g Mg,P,O, = 2.74°%o P. 

Durch Kochen einer Probe dieses Priparates mit Salz- 
siiure wurde auch eine die Fehlingsche Losung reduzierende 
Fliissigkeit erhalten. Eine Bestimmung des durch Séuren ab- 
spaltbaren Kohlenhydratkomplexes ergab folgendes: 

1,69 g@ dieses Phosphatides wurden mit 50 ccm 5° /oiger 
Salzsiiture 3 Stunden gekocht. 10 cem der vom Riickstand ge- 
trennten Fliissigkeit gaben bei der Reduktion 0,0453 g Kupfer 
= (),0235 g Zucker, berechnet als Dextrose. Die zuckerhaltige 
Fliissigkeit betrug 64 ccm. Die abgespaltene Zuckermenge be- 
trug demnach 8,92°/o. Zum Riickstand wurde wieder 5°/oige 
Salzsiure zugesetzt und nochmals 3 Stunden gekocht. 

10 cem der Fliissigkeit gaben bei der Reduktion 0,0444 g 
Kupfer = 0,025 g Zucker. Da die Fliissigkeit 66 ccm umfabte, 
betrug die abgespaltene Zuckermenge 8,98°/o. Durch weiteres 
Kochen des Riickstandes mit Siiure wurde keine reduzierende 
Substanz mehr abgespallen. Die Gesamtmenge des durch 6stiin- 
diges Kochen mit 5°/oiger Salzsiiure abspaltbaren Kohlenhydrat- 
komplexes betrug somit 17,9°/o. 

Der Stickstotfgehalt des fiir diese Versuche verwendeten 
Priparates betrug 1,1°%/o. 

Hier liegen die Verhiltnisse anders als beim Phosphatid 
aus Weizen. Der Stickstoffgehalt entspricht also ungefahr der- 


jenigen Stickstoffmenge, die sich aus dem Phosphorgehalt des 


Priiparates berechnen lat, wenn man annimmt, da’ der Phos- 
phor einem gewohnlichen Lecithin zukommt. Der Unterschied 
is! besonders auffallend gegentiber dem 2,6°/o Phosphor ent- 
haltenden Phosphatid aus Weizenmehl, welches also ungefiihr 
denselben Phosphorgehalt wie das aus Lupinus albus gewon- 
hene Priparat aufwies, hingegen einen ca. 30° o héheren Stick- 
stoffgehalt besaB. Es miissen also in dem aus Weizen darstell- 
buren Phosphatid neben dem durch Siiuren abspaltbaren Kohlen- 
ivdrat noch andere stickstofffreie und stickstolfhaltige Kom- 
)iexe vorhanden sein. 
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Es war nun eine weitere Aufgabe, das in Alkohol leicht 
lésliche Phosphatid zu untersuchen. Wir verfuhren dabei wie 
folgt: Der Alkohol wurde zum gr6Sten Teil auf dem Wasser- 
bade, der Rest sodann im Vakuum bei 40° abdestilliert, wo- 
bei ein salbenartiger, brauner Riickstand, dessen Gewicht 1180 ¢ 
betrug, zuriickblieb. Ein Teil dieses Praparates wurde in Ather 
gelist, von einer geringen Menge Unloslichen abgetrennt, der 
Ather abdestilliert und der Riickstand untersucht. ‘ Er enthielt 
1,6°/o Phosphor. 

0.6192 g brauchten 9,1 ccm Molybdanlésung = 1,60 jo P. 

0.4136 » 612 » : - 1,61 % P. 

Wurde dieser Riickstand in friiher angegebener Weise 
mit Aceton behandelt, so wurde ein Priiparat mit 2,63°/o0 Phos- 
phor erhalten; also ungefahr der gleiche P-Gehalt, wie der- 
jenige des im Alkohol schwer loslichen Rohphosphatides. 

0.54925 g brauchten 13,27 cem Molybdanlésung. 

Auch dieses Priiparat war kohlenhydrathaltig. 3,3 g des- 
selben wurden mit 50 cem 5°/oiger Salzsiiure 5 Stunden ¢e- 
kocht. 2 cem der vom Riickstand getrennten Fliissigkeit gaben 


bei der Reduktion 0,0299 g Kupfer — 0,016 g Traubenzucker. 
Die Fliissigkeit betrug 53 ccm (einschlieBlich das Waschwasser). 
Es waren also 12,85°/o der Substanz in Form von Zucker ab- 
gespalten worden. 

Es wurde nun versucht, sich einigen AufschluB tiber die 
Natur der in diesem Phosphatid vorhandenen Kohlenhydrate 
zu verschaffen. Da beim Kochen mit Salzsiiure Geruch und 
Furfurol auftrat und die Daimpfe Anilinacetatpapier stark roteten, 
darf man die Anwesenheit von Pentosen annehmen. 

200 g von dem in Alkohol leichter léslichen Rohphos- 
phatid wurden in Ather gelést, von der Triibung abfiltriert, 
der Ather abdestilliert und der Riickstand mit Aceton behandelt. 
Nach Ofterem Digerieren blieb ein Riickstand von 100 g, cer 
mit 350 cem 5°/oiger Schwefelsiiure 8 Stunden auf freier Flamme 
gekocht wurde. Nachdem die Masse abgekiihlt war, wurde 
der dabei verbliebene Riickstand durch Filtration von der Fliissiz- 
keit getrennt. Es war auffiillig, daB nur ein sehr kleiner Riick- 
stand zuriickblieb. Die von der Schwefelsiiure mit Baryt }e- 
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freite Fliissigkeit wurde nach Entfernung des Baryumsulfats 
eingeengt, die Flussigkeit ausgeathert, wobei nur wenig Sub- 
stanz in den Ather iiberging, nun wurde zum Sirup eingedunstet. 
Von diesem Sirup wurden 18 g, welche nur 3 g Zucker ent- 
hielten, zur Oxydation mit Salpeterséiure verwendet. Es wurden 
30 cem dieser Saure (D = 1,15) zugesetzt und auf '/s des 
Volumens eingedunstet. 

Trotz vieler Versuche war es uns nicht gelungen, aus 
dem bet der Oxydation erhaltenen Gemisch Schleimsiiure vom 
richtigen Schmelzpunkt abzuscheiden. Es bedarf noch weilerer 
Versuche, um Aufschlul tiber die Kohlenhydrate und die anderen 
Komponenten der Phosphatide aus Samen zu erhalten. 


Phosphatid aus Lupinus luteus. 

Die Darstellung geschah in der gleichen Weise durch Ex- 
traktion des sorgfaltig entfetteten Samenpulvers mit absolutem 
\lkohol bei 50°. Der nach dem Abdestillieren des Alkohols 
verbliebene Riickstand wurde in Ather gelist und mit Wasser 
einige Male durchgeschiittelt, die atherische Losung sodann 
mit Natriumsulfat getrocknet und der Destillation unterworfen, 
es hinterblieb ein hellgelb gefiarbter Sirup. Dieser wurde auf 
die durch Siiure abspaltbare Menge von Kohlenhydrat unter- 
sucht. Er lieferte nach 5stiindigem Kochen mit 3°/oiger Schwefel- 
siiure nur 1,1°/o Zucker. 

Da Lecithin mit Kohlenhydraten leicht Verbindungen ein- 
geht, muBte man sich die Frage vorlegen, ob das kohlenhydrat- 
haltige Phosphatid, welches durch Alkoholextraktion gewonnen 
werden kann, primér in den Objekten vorkommt, oder ob es 
erst bei der Alkoholextraktion aus Glukosen und Lecithin entsteht. 

Um obige Frage zu entscheiden, wurden 700 g fein pul- 
verisierte trockene Samen von Lupinus luteus so lange mit 
Wasser ausgewaschen, bis eine grobe Menge filtrierten Wasch- 
wussers beim Kochen mit Fehlingscher LOsung keine Re- 
duktion mehr gab, wozu ungefiihr 351 Wasser notwendig waren. 

Das Material wurde hierauf abgepreBt und der noch feuchte 
liiickstand, um das Wasser moglichst zu entfernen, 10 Stunden 
in 85°/oigem Alkohol stehen gelassen. Nun wurde wieder ab- 
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geprebt, der Riickstand dreimal je !/2 Stunde mit 95°/oigen, 
Alkohol ausgekocht. Die durch Filtration vom Riickstand ge- 
trennten alkoholischen LOsungen wurden eingedunstet, der Riick- 
stand in Ather gelist und die atherische Lisung mit Wasser 
ausgeschiittelt. Die mit Natriumsulfat getrocknete étherische 
Schicht wurde eingedunstet und der Riickstand, der nach seinen 
physikalischen Eigenschaften dem aus Lupinus albus darge- 
stellten Rohpriiparat glich, wurde mit verdiinnter Salzsiiure ge- 
kocht, worauf eine die Fehlingsche Lésung stark reduzierende 
Fliissigkeit entstand. Die wasserige Schicht enthielt aber auch 
Spuren reduzierender Substanzen. Die nach dem zweiten Ab- 
pressen erhaltene alkoholische Loésung wurde der Destillation 
unterworfen, die zuriickgebliebene wiisserige Fliissigkeit mit 
Ather extrahiert, wobei eine Substanz resultierte, die beim 
Kochen mit Salzsiure eine die Fehlingsche Losung reduzierencde 
Fliissigkeit gab. 

Auch an einem andern Objekte haben wir einen Versuch 
mit gleichem Ergebnis angestellt. Auf Grund dieser Befunde 
und im Hinblick darauf, daB durch Atherextraktion allein aus 
manchen Objekten ein kohlenhydrathaltiges Phosphatid erhalten 
werden kann, darf man wohl annehmen, dab diese Verbin- 
dungen primiir vorkommen. Zur Entscheidung dieser Frage 
sind noch weitere Versuche im Gange. 

Aus den mitgeteilten Versuchsergebnissen ist zu erselien, 
dal die Samen verschiedener Pflanzenfamilien eine eigentiimlic lie 
organische Phosphorverbindung enthalten. 

Die in Ather und Alkohol léslichen Phosphorverbindungen 
enthalten als Komponenten verschiedene Hexosen und Pentosen 
und zwar in eigentlicher chemischer Bindung, denn es geling! 
erst dureh liingeres Kochen mit Mineralsiuren die Zuckerarten 
vollstiindig abzuspalten. Die Verbindungen der Kohlenhydrate 
mit dem eigentlichen Lecithin zeigen ein ganz anderes Ver- 
halten. 

Wir haben mehrere solcher Kohlenhydratlecithinver)in- 
dungen dargestellt, indem wir Eierlecithin in alkoholischer. 
fitherischer oder in Benzollésung mit verschiedenen Hexo-en 
und Disacchariden einige Zeit auf dem Wasserbade erhitzicn, 
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aus diesen, mit Hilfe von absolutem Ather isolierten Produkten 
wurde durch kurzes Kochen mit verdiinnter Mineralsiiure die 
Glukose vollstindig abgespalten. 

Phosphatid aus Vicia sativa. 

Das Priiparat wurde in gleicher Weise wie bei den an- 
deren Materialien aus dem entfetteten Samenpulver gewonnen. 
Das nach dem Verdunsten des Alkohols verbliebene Priiparat 
wurde in Ather gelést und diese Losung wiederholt mit Wasser 
durchgeschiittelt, die itherische Losung wurde nun mit Natrium- 
sulfat getrocknet, der Ather abgedunstet. Das Priiparat war 
vollstiindig léslich in absolutem Ather. 1,1 g wurden mit 50 cem 
)%oiger Salzsiiure 3 Stunden gekocht, dabei wurden 3,5°/o 
Zucker (berechnet als Dextrose) erhalten. Der Rest des Pra- 
parates, 1,1 g, wurde nun wieder in Ather gelést und dreimal 
mit Wasser durchgeschiittelt. Das erste Extrakt enthielt nur 
Spuren, das zweite enthielt 2 mg und das dritte Extrakt ca. 7 mg 
Zucker, wobei allerdings zu bedenken ist, da6 sich ein Teil 
des Phosphatides im Wasser selbst auflést. Durch wiederholtes 
behandeln mit Wasser kann also das Kohlenhydrat nicht von 
den anderen Resten losgelést werden. Die atherische Losung 
enthielt noch 0,725 g Phosphatid, welches beim Kochen mit 
5) %/oiger Salzséure 3,16°/o Zucker gab. 

Phosphatid aus Pinus cembra. 

Das erhaltene Praparat gab beim Kochen mit Séuren 
eine Losung, welche beim Kochen mit Fehlingscher Fliissig- 
keit nur minimale Spuren von Kupferoxydul ausschied. 

Phosphatid aus Picea excelsa. 

Das durch Extraktion mit Alkohol erhaltene und mit Wasser 
gereinigte Priparat gab beim Kochen mit Schwefelsdure 2,07 °/o 
Zucker, berechnet als Dextrose. 


Phosphatid aus Kartoffelknollen. 


Wir untersuchten nun auch ein anderes pflanzliches Organ, 
welches gréBere Mengen Reservestoff enthiilt, auf das Vor- 
nandensein eines solchen Phosphatides. Wir verwendeten Kar- 
‘offelmehl, welches uns von den Titosinwerken Fiddichow 
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in gemahlenem Zustande in dankenswerter Weise zur Verfiiguny 
gestellt wurde. 

3 kg des trockenen Kartoffelmehles wurden mit 95°/oigem 
Alkohol extrahiert, der Riickstand des Alkoholextraktes mit 
Ather aufgenommen, die filtrierte iitherische Losung einge- 
dunstet, der Riickstand war in absolutem Ather  vollstindig 
loslich. Auch dieses Priiparat war kohlenhydrathaltig. 

1,97 ¢ wurden 8&8 Stunden mit 5°/oiger Salzsiure gekocht. 
10 cem der 55 ecm betragenden, vom Riickstand getrennten 
Fliissigkeit gaben bei der Reduktion 0,0458 g Kupfer = 0,0238 ¢ 
Zucker. Die Fliissigkeit enthielt demnach 0,1309 g oder 6,64 ° 
Zucker. Der Riickstand wurde nun abermals mit Salzsiiure 
3 Stunden gekocht, worauf die vom Riickstand getrennte Fliissiy- 
keit bei der Reduktion 0,0112 g Kupfer = 0,0067 g Zucker 
= 0,34°/0 Zucker gab. Die Gesamtmenge des abspaltbaren 
Kohlenhydrates betrug demnach 6,98°/o. Eine Phosphorbestim- 
mung in diesem Priiparat gab 1,61°/o P. 

0,4724¢ brauchten 7 cem Molybdanlosung, 1 cem = 0,0025 » 
P,O,. Wiihrend der Phosphorgehalt dieses Praparates mit dem 
aus Cerealien erhaltenen Phosphatide ungefiihr tibereinstimm|, 
ist der Gehalt an den dureh Siiuren abspaltbaren Kohlenhydraten 





bei diesem Priiparat viel kleiner. 
Phosphatide aus Pollen. 


Da es uns daran gelegen war, moglichst verschiedene 
pllanzliche Organe beziiglich der daraus hersiellbaren Phos- 
phatide zu untersuchen, wurden auch Priparate aus Pollen 
gewonnen. Zur Untersuchung gelangten Pollen der Griin-Erle 
(Alnus viridis Dec.) und Bergfohre (Pinus montana Mill.). 

Die Pollenkérner lassen sich wegen der derben Hiillen, 
von denen sie umgeben sind, nur schwer extrahieren. “ie 
wurden deshalb teils im Mérser zerquetscht, teils in einer hie- 
sigen Fabrik fein gemahlen. 

Wie folgende Versuche zeigen, enthalten auch die Pollen 
kohlenhydrathaltiges Phosphatid. | 

573 g bei 40° getrockneter Erlenpollen wurden 50 Stunde! 


ununterbrochen extrahiert. Die Menge der durch Ather extr: 
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hierbaren Substanz betrug 45,7 g. Diese Substanz enthielt 


.44%o P. 


0.6775 » ? 3.06 » . O49%  » 

Aus dem Phosphorgehalt dieses Atherextraktes wiirde sich, 
wenn wir den Phosphorgehalt des eigentlichen Lecithins zu 
./o annehmen, ein Lecithingehalt des Atherextraktes von ea. 5,7 2 
ergeben. Durch langere Behandlung mit Aceton erhielten wir 
aus dem Atherextrakt ein Phosphatid, dessen Phosphorgehalt 
1.01% o betrug. 

0.5926 g Substanz brauchten 5,5 ccm Molybdiinlésung. 

1,65 g dieses Priparates wurden mit 50 ecm 5°/oiger 
Salzsiiure 2'/2 Stunden gekocht, worauf 10 ccm des Filtrates 
bei der Reduktion 0,0202 g Kupfer = 0,0111 g Zucker gaben. 
Ks waren demnach 3,4°/o Zucker abgespalten worden. 

Die mit Ather behandelten Pollen wurden nun & mal mit 
eyOberen Mengen 95°/oigen Alkohols ausgekocht. Diese Operation 
mubte so oft wiederholt werden, weil die Riickstiinde des Alkohol- 
extraktes immer noch phosphorhaltig waren. Offenbar wurden die 
Membranen erst nach liingerem Kochen mit Alkohol gesprengt, so 
dal} die Stoffe in LOsung gehen konnten. Die vereinigten, durch acht- 
malige Extraktion gewonnenen alkoholischen Fliissigkeiten wurden 
der Destillation unterworfen und der Destillationsriickstand mit 
\ther ausgezogen, wobei die grifbte Menge des Phosphatides 
in Losung ging, der in Ather unlésliche Teil enthielt nur kleine 
Mengen Phosphor. Die atherische L6sung wurde durch Destil- 
lation vom Ather befreit und in einem Teil der verbliebenen 
Substanz der Phosphorgehalt bestimmt. Wir fanden 1,44°/o. 

0.5401 g brauchten 7,2 eem Molybdinlésung. 

Da dieses Priiparat ungefiihr denselben Phosphorgehalt 
aufwies wie das Phosphatid aus Cerealien, so war es inter- 
essant, dasselbe auf Kohlenhydratgehalt zu untersuchen. 1,61 g 
dieses Priiparates wurden mit 50 cem 5°/oiger Salzsiiure ge- 
kKocht, worauf 5 cem der vom Riickstand getrennten Fliissig- 
keit bei der Reduktion 0,0391 g Kupfer = 0,02045 g Zucker 
saben. Die abgespaltene Zuckermenge betrug also 14,939». 

Die Erlenpollen gaben also ein Priiparat, welches im 
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Phosphor- und Kohlenhydratgehalt mit demjenigen aus Cere- 
alien ziemlich tibereinstimmte. Wie an der Furfurolreaktion 
erkannt wurde, enthielt es auch Pentosen. 

Der in Ather lésliche Anteil der durch Alkohol aus den 
Pollen in Losung gegangenen Substanz enthielt, unter der An- 
nahme, dali eigentliches Lecithin in der komplizierten Ver- 
bindung vorhanden ist, 13,25 g Lecithin. Die Gesamtmenge 
des «Lecithins» der Pollen wurde demnach 13,25 —- 5,7 g be- 
tragen oder 3,31°/o, berechnet auf die bei 40° getrockneten 
Pollen. Die Pollen sind also reich an phosphorhaltiger, orga- 
nischer Substanz. 

Unter den Spaltungsprodukten des Phosphatides aus Erlen- 
pollen wurde Cholin nachgewiesen, indem das bei der Spaltung 
mit Schwefelsiiure erhaltene Filtrat mit Phosphorwolframsiiure 
gefillt und aus der Fiillung die Base hergestellt wurde. Die 
Losung derselben gab die charakteristischen Reaktionen mi! 
Kaliumwismutjodid, Jodjodkalium, Phosphormolybdiinsaure . 





Phosphatid aus Féhrenpollen. 


530 g bei 40° getrockneter F6hrenpollen wurden 70 Stunden 
mit Ather extrahiert. Eine Probe des nach Abdunsten des Ather: 
verbliebenen Riickstandes, welcher ungefaihr dieselbe Phosphor- 
menge enthielt wie der aus den Erlenpollen erhaltene, wurde 
in absolutem Ather gelést: die filtrierte, absolut datheriscle 
Losung enthielt auch ein kohlenhydrathaltiges Phosphatid. 

Da wir bei der Atherextraktion der Erlenpollen die Be- 
obachtung gemacht hatten, dafi die Wandungen der Pollen- 
kOrner erst durch langeres Kochen mit Alkohol zerstort werden, 
wurden die mit Ather behandelten Foéhrenpollen einige Tage 
mit Alkohol gekocht. Vom eingedunsteten Alkoholextrakt war 
nur ein kleiner Teil iitherléslich. Der atherlisliche Anteil des 
durch Alkoholextraktion gewonnenen Produktes enthielt 1,72 ° » 
Phosphor. 

0,487 g brauchten 7,7 ccm Molybdanlésung. 

Kine Zuckerbestimmung in diesem Praparat ergab 6,4», 
wie aus folgendem ersichtlich: 0,93 g wurden mit 50 ccm 
5 /oiger Salzsiiure 3 Stunden gekocht. 5 ecm der nach dei 
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Kochen 48 cem betragenden Fliissigkeit gaben bei der Reduk- 
‘ion 0.0096 g Kupfer = 0,0061 g Zucker. Es wurden somit 
6.2/9 Zucker abgespalten. Ein weiteres 3 stiindiges Kochen 
des Riickstandes mit Salzsaéure ergab eine Fliissigkeit, die bei 
der Reduktion 0,0105 g Kupfer = 0,0061 g Zucker gab, welche 
\lenge 0,66°/o der verwendeten Substanz betriigt. Die salzsaure 
Fliissigkeit gab auf Zusatz von Phosphorwolframsaure eine 
starke weiBe Fallung, die wahrscheinlich auf Cholin zuriickzu- 
fiihren ist. 
Phosphatidpraparate aus Pilzen. 

Von E. Schulze und 8. Frankfurt und von E. Winter- 
stein und J. Hofmann sind Lecithinpraéparate aus Pilzen 
erhalten worden, welche beim Kochen mit Baryt die bekannten 
Spaltungsprodukte des Lecithins lieferten. 

Ks war zu untersuchen, ob auch Priparate aus Pilzen 
kohlenhydrathaltig sind. 

| kg an der Luft getrockneter Steinpilze (Boletus edulis) 
wurde 24 Stunden im Trockenschrank bei einer 50° nicht 
iibersteigenden Temperatur getrocknet, dann mit Ather gut 
entfettet, mit Alkohol extrahiert, der Alkohol abdestilliert und 
der Riickstand in Ather geliést, wobei eine grofe Menge von 
Mannit und Kohlenhydraten zuriickblieb. Die atherische Lésung 
wurde 6fters mit Wasser geschiittelt, mit Chlorcalcium § ge- 
trocknet, eingedunstet, in absolutem Ather gelist und von einem 
kleinen Riickstand abfiltriert. Es resultierte eine dunkelbraun 
yefirbte, fettartige Masse, die 0,97 °/o Phosphor enthielt. 0,7147 g 
brauchten 6,4 ecm Molybdénlésung. 

6 stindiges Kochen von 2,05 g des Praparates mit 50 ccm 
o/oilger Salzsiure gab eine Fliissigkeit, die 2,48°/o Zucker 
enthielt. 10 ecem der 52 cem betragenden Fliissigkeit gaben 
bei der Reduktion 0,0176 g Kupfer = 0,0098 g Zucker. 

Die salzsaure, zuckerhaltige Fliissigkeit gab mit Phosphor- 
wolframsiure eine weife Fallung, die wahrscheinlich von Cholin 
herriihrte. 

Aus Cantharellus cibarius konnte ein dhnliches Pra- 
parat erhalten werden, dessen Phosphor- und Kohlenhydrat- 
gehalt jedoch niedriger war. 
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Phosphatidpriparate aus blattern. 

Wie in der Einleitng schon erwéhnt wurde, haben wir 
uns auch mit den Phosphatiden griiner pflanzlicher Organe be- 
schiiftigt. Obwohl es uns bis jetzt noch nicht gelungen, ein- 
heitliche Substanzen dieser Art aus griinen Pflanzenorganen 
darzustellen und die Phosphatide von den anhaftenden. Farb- 
stoffen zu befreien, méchten wir doch hier schon auf. einige 
Befunde hinweisen. 

Ks wurden Kastanienbliitter (Aesculus hippocastanum) zur 
Bliitezeit vom 10.— 20. Mai 1905 gesammelt und zuniichst durch 
Ausbreiten an der Luft. nachher bet 50° getrocknet. Die dirren 
Blitter wurden dureh Zerreiben von den Stielen und Nerven 
moglichst befreit, da die letzteren nach J. Stoklasa weniver 
«Lecithin» enthalten. Das Material wurde nun fein gemahlen: 
2900 ¢ dieses Pulvers, welches von 14,5 kg feuchten Blittern 
herriibrte, wurden 60 Stunden mit Ather und der Riickstand 
einige Male mit Alkohol in der Wirme extrahiert. Sowohl der 
nach dem Abdestillieren des Athers als auch der nach Eni- 
fernen des Alkohols verbliebene Riickstand waren phosphorhaltig. 
Es war uns nicht gelungen, mit Hilfe von Aceton eine Tren- 
nung der einzelnen Bestandteile des Préaparates zu erzielen, da 
das Priiparat sich in Aceton relativ leicht aufloste. 

Ks wurde der Riickstand des Alkoholextraktes in Ather 
gelist, und diese iitherische L6sung mit der durch direkte [:x- 
traktion mit Ather gewonnenen Fliissigkeit vereinigt. Nach 
dem Abdestillieren des Athers wurde ein Teil des Riickstandes 
mit Siiure gekocht und filtriert. Das Filtrat reduzierte Feh- 
lingsche Lésung stark. Durch Kneten des Praparates mit 
Wasser ging wie auch beim Cerealienphosphatid ein kleiner 
Teil des Kohlenhydrates in Losung. Auch beim Erwarmen 
auf dem Wasserbad wurde eine kleine Menge Kohlenhydrat 


abgespalten. 

2.58 ¢ des Priiparates aus dem vereinigten Atheralkohol- 
extrakt wurden mit 50 cem 5°/oiger Salzsaéure 3 Stunden ge- 
koeht, worauf 5 ecm der vom Riickstand getrennten Fliissigke!! 
bei der Reduktion 0,0316 g Kupfer = 0,01653 g Zucker gaben. 
Die Fliissigkeit enthielt 7,2°/o Zucker, bezogen auf 2,58 g des 
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Ausgangspriiparates. Der auf dem Filter verbliebene Rick- 
stand wurde abermals mit Salzsiure gekocht. Die dabei er- 
haltene, vom Ruckstand wieder durch Filtration getrennte 
Fliissigkeit gab bei der Reduktion 0,07548 g Kupfer = 0.0385 g 
Zucker = 1,69°/o. Kin weiteres 3 stiindiges Kochen mit 5° oiger 
Salzsiure hatte eine Zuckerabspaltung von 0.64°/o zur Folge. 
Das fiir die soeben beschriebenen Versuche verwendete 
Priiparat enthielt 0,37°/0 Phosphor. 
(8719 ¢ brauchten 4 cem Molybdanlésung. 1 ccm 0,0025 g P,O, 
Zur Identifizierung des Kohlenhydrates wurden 100 g der 
in oben angegebener Weise erhaltenen phosphorhaltigen Sub- 
<janz, um den Zucker abzuspalten, mit 5 °/oiger Schwefel- 
siure gekocht. Nach 6sttindigem Kochen enthielt die Fliissig- 
keit 6.37 g¢ Zucker. Ein nochmaliges 3stiindiges Kochen be- 
wirkte eine weitere Abspaltung von 2,2 g. Es wurde also etwas 
weniger Zucker als beim quantitativen Versuch erhalten. Bei 
groferen Mengen Material wird wohl ein Teil von den ent- 
-taundenen Spaltungsprodukten eingehillt und entgeht der Zer- 
setzung. Es wurde die Schwefelséiure mittels Baryt entfernt 
und das Filtrat eingedunstet. Ein Teil des dabei verbliebenen 
Riickstandes wurde mit 95°/ceigem warmen Alkohol extrahiert, 
lax Extrakt hinterlie} einen Ruickstand von 3,31 g, welcher 
| ¢ Zucker enthielt. 7,7 g des Riickstandes, welche durch 
Extraktion des Sirups mit Alkohol gewonnen, wurden mit 30 cem 
Salpetersiiure (D == 1,15) oxvdiert, es erfolgte nach einigem 
stehen eine weilie krystallinische Ausscheidung, die 0,14 ¢g wog. 
Der Schmelzpunkt dieser Krystalle lag bei 216° und stimmte 
genau mit dem Schmelzpunkt eines Schleimsidurepriiparates aus 
unserer Sammlung tberein. Die erhaltene Schleimsaéure wurde 
in verdiinnter Natronlauge geloést und aus dem Filtrat durch 
Ansduern mit Salpetersiure wieder zur Abscheidung gebracht; 
nr Schmelzpunkt lag wieder bei 216°. Das Filtrat von der 
Schleimsaéureausscheidung wurde mit Pottasche neutralisiert, 
t Essigsiiure angesiuert, worauf sich nach lingerem Stehen 
eine weife Substanz ausschied, welche abfiltriert und so lange 
ausgewaschen wurde, bis keine Oxalsiiure mehr nachzuweisen 
var. Das schwerldsliche Kaliumsalz wurde in Wasser geldst, 











328 E. Winterstein und O. Hiestand, 


die Lésung filtriert und das Filtrat mit Silbernitrat gefallt. Die 
Fallung wurde getrocknet und verbrannt. 0,0065 g gaben 0,0035 g 
Silber = 53,0°/o Silber. Die Theorie verlangt fiir das zucker- 
saure Silber 50,94°/o Silber. Leider reichte die Substanz fiir 
eine zweite Bestimmung nicht aus. Die erhaltene Silbermenge 
ist 2°%/o hoOher als die theoretische Menge. Es ist moglich, dal; 
das zuckersaure Silber etwas Silberoxalat einschlof}; da an- 
scheinend grofBe Mengen von Oxalsiure, aber kleine Mengen 
von Zuckersiiure bei der Oxydation entstanden waren, war 
die Reindarstellung des zuckersauren Kaliums sehr erschwert. 
Da das ausgeschiedene Kali- und Silbersalz dem Aussehen nach 
den Salzen der Zuckersiiure glich, ist wohl anzunehmen, daf 
bei der Oxydation auch Zuckersiure entstanden war. Daf das 
Kohlenhydratgemisch in der Tat d-Glukose einschlof, ergibt 
sich aus der Bildung eines bei 204° schmelzenden Osazons. 
Dieses wurde wie folgt erhalten: 6 g des Sirups, welche 2 g 
Zucker enthielten, wurden mit 4,5 g essigsaurem Phenylhydrazin 
auf dem Wasserbad erhitzt. Beim Abkiihlen schied sich ein 
Osazon aus, dessen Schmelzpunkt bei 170° lag. Durch Reinigen 
desselben mit Ather und Wasser und éfteres Umkrystallisieren 
aus heibem Alkohol gelang es, ein Osazon herzustellen, dessen 
Schmelzpunkt bei 204° lag. 

Wir haben noch andere griine Pflanzenteile und auch 
junge Knospen untersucht und konnten aus allen kohlenhydrat- 
haltige Priiparate darstellen. Alle die untersuchten Phosphatid- 
priparate erwiesen sich kohlenhydrathaltig, auch nach ener- 
gischem Behandeln mit Wasser bezw. verdiinnten Siauren, doch 
zeigten die in verschiedene Lésungsmittel tibergegangenen Prii- 
parate einen verschiedenen Phosphor- und Kohlenhydratgehalt. 

Die Untersuchungen werden weiter fortgesetzt und hoflen 
wir insbesondere aus griinen Pflanzenteilen einheitliche Sub- 


stanzen herzustellen. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Aus den mitgeteilten Versuchsergebnissen geht hervor. 
dafi die von uns aus verschiedenen pflanzlichen Objekten dar- 
gestellten, in absolutem Ather und Alkohol léslichen Praparate, 
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welche wir mit dem Namen «Phosphatide» bezeichnet haben, 
bei der Spaltung mit Saéuren Kohlenhydrate liefern; nur das 
aus Pinus cembra gewonnene Priparat erwies sich kohlenhydrat- 
frei. Die durch Saéuren abspaltbaren Mengen reduzierender 
Substanzen schwanken bei den aus verschiedenen Pflanzen- 
samen und anderen pflanzlichen Objekten dargestellten Phos- 
phatiden innerhalb weiter Grenzen. Ein aus Triticum vulgare 
dargestelltes und naher untersuchtes Praparat enthielt tiber 16, 
ein aus Lupinus albus gewonnenes Priiparat tiber 13°/o Kohlen- 
hydrat, wahrenddem das aus Lupinus luteus gewonnene Pra- 
paral nur wenig mehr als 1°/o reduzierender Substanz gab. 
Auch die aus demselben Ausgangsmaterial gewonnenen Pra- 
parate wiesen Unterschiede im Gehalt an Kohlenhydrat auf. 
Daf neben solehen kohlenhydrathaltigen Phosphatiden auch 
eigentliches Lecithin vorkommt geht aus dem Ergebnis hervor, 
welches bei Untersuchung der Samen von Pinus cembra er- 
halten wurde. Es ergab sich, daf durch Alkoholextraktion der 
entfetteten Samen ein Praparat erhalten werden konnte, welches 
beim Kochen mit Siuren nur minimale Mengen einer redu- 
zierenden Substanz lieferte. 

Da die untersuchten Phosphatide der Rohprodukte durch 
Behandeln mit Wasser gereinigt worden waren und da erst 
bei lingerem bezw. bei wiederholtem Kochen mit Mineralsiuren 
die reduzierende Substanz vollstindig von den anderen Kom- 
plexen losgelost werden konnte und da man bis jetzt keine 
itherléslichen Kohlenhydrate kennt, die im Wasser nur schwer 
lOslich sind, so darf man wohl der Vermutung Ausdruck ver- 
leihen, dafi die untersuchten Phosphatide neben eigentlichem 
Lecithin auch Verbindungen desselben mit Kohlenhydratkom- 
plexen enthielten. Diese Annahme wird noch durch die Tat- 
suche gestiitzt, dafi kiinstlich hergestellte «Verbindungen» von 
Lecithin mit Kohlenhydrat sich viel weniger widerstandsfihiger 
gegen Sauren erwiesen als unsere Phosphatide. Immerhin aber 
mul; man in Betracht ziehen, daB das Lecithin die Eigenschaft 
besitat, verschiedene Verbindungen zu adsorbieren, und es ist 
daher wohl miglich, da’ diejenigen Phosphatide, welche nur 
einen geringen Gehalt an Kohlenhydrat aufweisen, letztere nur 
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in lockerer Bindung enthalten. Durch weitere Untersuchungen, 
besonders auch durch das Studium von Lecithinverbindungen. 
hoffen wir die Frage entscheiden zu k6énnen. 

Es gelang uns, aus dem Cerealienphosphatid reine Galak- 
tose abzuscheiden und das Vorhandensein von d-Glukose nach- 
zuweisen. Es ist aber bis jetzt noch unentschieden, ob diese 
Hexosen als solche oder als Di- bezw. Polysaccharide vor- 
handen sind. 

Verschiedene angefiihrie Versuchsergebnisse fiihren zur 
Schlubfolgerung, dab die aus Weizen gewonnenen Phosphatide 
neben Cholin noch andere stickstoffhaltige Komponenten ein- 
schlossen. Es ist ferner nicht ausgeschlossen, dafi diese Priiparate 
auch noch stickstofffreie Stoffe unbekannter Natur enthalten. 

Ob in den aus anderen Samen dargestellten Phosphatid- 
priparaten der mit dem Kohlenhydrat verbundene phosphor- 
und stickstoffhaltige Komplex nur Lecithin ist oder nicht, kann 
auf Grund der bis jetzt vorliegenden Untersuchungen noch niclhit 
mit Sicherheit entschieden werden: doch spricht fiir die erste 
Annahme die Tatsache, dal in diesen Priiparaten Sticksto!! 
und Phosphor in demjenigen Verhiiltnis vorhanden sind wie im 
eigentlichen Lecithin, auch ist darauf hinzuweisen, daB in den 
an Kohlenhydrat sehr armen Priiparaten aus Lupinus luteus 
und Vicia sativa der Phosphorgehalt ungefiihr mit denjenigen 
iibereinstimmt, die sich als Mittelwerte fiir ein Gemisch yon 
Distearyl-Dipalmity! und Dioleyllecithin berechnen lassen. !) 

Durch diese Befunde ist eine weitere Beziehung zwischen 
Ptlanzen- und Tierreich aufgefunden worden. Es sei zuniichs' 
an das aus Blut und aus manchen tierischen Organen gewon- 
nene Jecorin erinnert. Ferner sei darauf hingewiesen, dal die 
von J. Bang aus Pankreas dargestellte Nucleinséure, die so- 
genannte Guanylsiiure, bei der Spaltung mit Siiuren neben dem 
N-haltigen Guanin auch Glycerin, Pentosen (Xylose) und Phos- 
phorsiiure liefert. Die erwiihnte Guanylsaéure ist nicht ather- 
lislich, gehért also nicht in die Gruppe der Verbindungen, (ie 
wir mit dem Namen Phosphatide bezeichnet haben. | 


') Vergleiche die Abhandlung von E. Schulze, Diese Zeitsehri!' 
Bd. LII, S. 54. 




















Versuche iiber die Wirkung der Tyrosinase aus Russula delica 
auf Tyrosin, tyrosinhaltige Polypeptide und einige andere 
Verbindungen unter verschiedenen Bedingungen. 

Von 


Emil Abderhalden und Markus Guggenheim. 


(Aus dem I, Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Dezember 1907.) 


Die Bildung der Farbstoffe und ganz speziell der so- 
venannten Melanine im tierischen und pflanzlichen Organismus 
ist trotz eifriger Bemiihungen bis jetzt so gut wie gar nicht auf- 
veklart. Weder kann man mit Bestimmtheit angeben, welche 
Kausteine an ihrer Bildung beteiligt sind, noch labt sich etwas 
(Gienaueres tiber die Art ihrer Entstehung aussagen. Die gr6Bbte 
\Vahrseheinlichkeit hat die Annahme fiir sich, dal die Proteine die 
(irundsubstanzen zur Melaninbildung liefern, und von den Bau- 
steinen dieser K6rperklasse kommen wiederum einzelne ganz 
besonders in Betracht, so das Tyrosin, das Tryptophan und viel- 
leicht auch in gewissen Fallen das Cystin, das Prolin und Oxy- 
prolin und vielleicht auch die Glutaminsdure. Die Jetzteren drei 
Verbindungen diirfen h6dchstwahrscheinlich als Bausteine fir 
das Hiimatin und auch fiir das Chlorophyll betrachtet werden. 
Sie stehen alle drei in naher Beziehung zum Pyrrol, Prolin 
und Oxyprolin direkt, die Glutaminséure indirekt durch ihre 
beziehungen zur Pyrrolidoncarbonsiiure. Es ist nicht ausge- 
schlossen, daB diese Verbindungen auch beim Aufbau der so- 
genannten Melanine eine Rolle spielen. Nun kennen wir seit 
den ausgezeichneten Untersuchungen von Bourquelot und vor 
wlem von Bertrand ein Ferment der Gruppe der Oxydasen, 
‘ie sogenannte Tyrosinase, welche Tyrosin in einen Farb- 
stoff verwandelt. Wird zu einer Losung von Tyrosin Tyrosinase 
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hinzugegeben, so firbt sich die Fliissigkeit zunichst hellrot. 
nach einiger Zeit wird sie dunkler und schlieBlich scheiden sich 
schwarze Flocken ab, die in ihrem ganzen Verhalten und Aus- 
sehen lebhaft an die sogenannten Melanine erinnern. Es war 
sehr naheliegend, die Entstehung dieser letzteren auf analoge 
Prozesse zuriickzufiihren, und das um so mehr, als die Be- 
obachtungen von O. v. Firth und H. Schneider?!) ergeben 
haben, daf die friiher nur in der Pflanzenwelt aufgefundene 
Tyrosinase auch im Tierreich auftritt. So enthilt das Insekten- 
blut ein Ferment, das Tyrosin in eine dunkelgefirbte Sub- 
stanz umwandelt, und auch bei der Bildung des Sekretes der 
Tintendriise der Cephalopoden ist ein derartiges Ferment be- 
teiligt.2) Da nun der Abbau der so sehr widerstandsfihigen 
Melanine bis jetzt nicht zu Resultaten gefiihrt hat, welche 
irgend eine bestimmte Schlubfolgerung auf die Entstehungsart 
dieser Klasse von Substanzen gestatten, so schien es_ uns 
von ganz besonderem Interesse zu sein, die Bildung gefirbter 
Substanzen aus Tyrosin unter der Einwirkung der Tyrosinase 
und auch anderer Oxydationsmittel genauer zu verfolgen, um 
auf diesem Wege vielleicht zu Erfahrungen zu gelangen, die 
fiir die Bearbeitung der Melanine von Wert sein kénnten. 
Zu gleicher Zeit haben wir das Verhalten der Tyrosinase 
gegentiber anderen Aminoséuren untersucht und in Analogie 
zu den Untersuchungen des einen von uns mit Gigon®) den 
Kinfluf’ der verschiedenen Aminosiiuren auf die Reaktions- 
geschwindigkeit gepriift. Weitere Studien waren dem Ein!lul) 
von Alkali- und Séurezusatz auf die Tyrosinase gewidmet und 


') QO. vy. Fiirth und H. Schneider, Uber tierische Tyrosinasen 
und ihre Beziehungen zur Pigmentbildung, Hofmeisters Beitrage zur 
chem. Physiol. u. Pathol., Bd. I, S. 241, 1901. 

*) QO. vy. Fiirth, Vergleichende chemische Physiologie der niederen 
Tiere, Gustav Fischer, Jena, 1903, S. 372. — Vgl. auch Heim, Etudes 
sur le sang des Crustacés décapodes, Thése de la Faculté des sciences 
de Paris, 1892. 

‘) Emil Abderhalden und Alfred Gigon, Weiterer Beitrag 
Kenntnis des Verlaufs der fermentativen Polypeptidspaltung, Diese Z'!- 
schrift, Bd. LUI, S. 251, 1907. 


rive 
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endlich haben wir die Tyrosinase auf tyrosinhaltige Polypep- 
tide und Anhydride einwirken lassen. Es sei noch erwaéhnt, 
dab jiingst O. v. Furth und Ernst Jerusalem!) eine aus- 
fiihrliche Studie iiber die melanotischen Pigmente und die Farb- 
stoffbildung aus Tyrosin unter der Einwirkung von Tyrosinase 
verOffentlicht haben. Sie kommen zu dem Schlusse, dal vor- 
liufig nichts dagegen spricht, daB die Melanine aus Tyrosin 
oder einem anderen cyklischen Komplex des KiweiBmolekils 
durch Fermentwirkung hervorgehen. Sie beziehen diese Fol- 
cerung besonders auf das bis jetzt am meisten untersuchte, 
relativ leicht zugiingliche Hippomelanin. So interessant und 
wertvoll die Betrachtung aller bis jetzt bekannten und von den 
Verfassern erweiterten Beobachtungen tiber das Hippomelanin 
und deren Diskussion im Sinne einer fermentativen Melanin- 
hildung aus dem aromatischen Komplex der Proteine auch ist, 
so muB doch mit den Verfassern hervorgehoben werden, dab 
diese Beweisfiihrung eine nur indirekte und deshalb ihr Wert 
ein nur relativer ist. Dazu kommt, daB bis jetzt noch kein 
Abbauprodukt der Melanine bekannt geworden ist, das als pri- 
miires Spaltprodukt dieser Stoffe betrachtet werden darf. Die 
Eingriffe bei der Aufspaltung der Melanine muften der Kigen- 
art dieser Koérper entsprechend stets derart brutale sein, dab 
der Einwand einer sekundiren Bildung gefundener Abbaupro- 
dukte nahe liegt. Auch ist zu betonen, daf die Einheitlichkeit 
der Melanine in keiner Weise erwiesen ist. Dieser Umstand 
muh besonders deshalb hervorgehoben werden, weil die bei 
der Aufspaltung der Melanine und spezieli des Hippomelanins 
erhaltenen identifizierbaren Produkte fast durchweg in verhilt- 
nismaBbig kleinen Mengen gewonnen worden sind. Dies setzt den 
Wert der einzelnen Beobachtungen wesentlich herab, weil der 
Vermutung, daB die isolierten Substanzen aus anderer Quelle 
als den Melaninen selbst, also aus etwaigen Beimengungen, 
entstanden sein kénnten, die Berechtigung nicht ohne weiteres 
«bgesprochen werden kann. Wir geben mit diesen Bemerkungen 


’) Otto v. Fiirth und Ernst Jerusalem, Zur Kenntnis der 
melanotischen Pigmente und der fermentativen Melaninbildung, Hof- 
Meisters Beitrage, Bd. X, S. 131, 1907. 
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den Eindruck wieder, den eigene Untersuchungen iiber das 
Hippomelanin und dessen Abbau uns ergeben haben. Die Ver- 
suche, die zum Teil schon mehrere Jahre zuriickliegen (1904 
und 1905), ftihrten vorliufig ebenfalls zu keinen identifizier- 
baren Substanzen, die quantitativ in irgend welcher Beziehung 
zum angewandten Ausgangsmaterial zu bringen gewesen wiiren. 
Die auf bekannte Verbindungen zuriickfiihrbaren Spaltprodukte 
waren stets in unverhiiltnismabig kleiner Menge gewonne 
worden, dazu kommt, daf stets Eingriffe notwendig waren. 
die ihrer ganzen Art nach die sekundare Bildung der beobach- 
teten Abbauprodukte nicht ausschlieBben, allerdings lassen sie 
auch die Moglichkeit offen, dab die isolierten, definierbarey 
Spaltprodukte an Ausbeute deshalb so gering sind, weil die 
betreffenden Eingriffe die gebildeten Spaltprodukte zum Teil 
zerstOren. Jedenfalls mub die Entstehungsart der Melanine spe- 
ziell der hOheren Tiere vorliufig als ein unbekannter Proze}} 
bezeichnet werden und ebenso sind positive Kenntnisse tiber 
die Zusammensetzung dieser Korperklasse in einwandfreier 
Weise bis jetzt nicht erbracht. In diesem Sinne moéchten wir 
unsere Versuche tiber die Farbstoffbildung aus Tyrosin, tyrosin- 
haltigen Polypeptiden und anderen Verbindungen in Hinsicht 
auf die Zusammensetzung und die Entstehungsweise der Me- 
lanine der hdheren Tiere aufgefabt wissen. 

Im folgenden geben wir die einzelnen Versuche nacli 
Gruppen geordnet wieder. Die verwendete Tyrosinase ist aus 
Russula delica dargestellt worden, und zwar wurde 1 g¢ des 
trockenen Pilzes mit 50 ccm Wasser nach Zusatz von Toluol 
24 Stunden bei 37° extrahiert. Das filtrierte Extrakt war voil- 
kommen klar und nur leicht gelb gefarbt. Wir haben die Ferment- 
lésung stets sofort verwendet. Fiir jede Versuchsserie diente 
eine neue Loésung. Im allgemeinen war kein Extrakt alter als 
24 Stunden. Wir heben dies deshalb hervor, weil die Wir- 
kung der Tyrosinase rasch nachliBt und daher Versuche nur 
dann vergleichbare Werte liefern, wenn sie zu gleicher Zc! 
mit derselben Fermentlésung ausgefiihrt werden. Die !1/ze 
verdanken wir der grofen Liebenswiirdigkeit von Herrn Pro- 
fessor Chodat in Genf. 











Versuche tiber die Wirkung der Tyrosinase usw. 


335 


Einwirkung der Tyrosinase auf l-Tyrosin unter Zusatz 
verschiedener Aminosduren. 


Zu dieser Untersuchung diente eine Lésung von 1-Tyrosin, 


die 1/300 Molekiil dieser Aminosiiure enthielt. 


Auch die zuge- 


setzten Aminosiuren wurden in LOsungen molekularer Mengen 


verwendet. 


Wir bezeichnen diese Lésungen ganz allgemein 


mit dem Buchstaben m. Die angewandten Aminosiiuren waren 


alle sehr rein. 











{ 

Ange- 

Angewandte |— ® | 

, wandle | 

Nr. Tyrosin- Fer- |  Zusatz | 

ment- 

menge | | 
menge 


Beginn | 
Bemerkungen 
der Farbung 





| 4ecm ‘/soo-m- 1 ccm 1 ccm Wasser, 
| | 





Losung | | 
| | | 
P| | 
| 
| | | 
2 > | deem ‘/1oo-m- 
Glykokoll | 
5 > | > 1 cem '1-m-' 
| | Glykokoll 
| | | 
| | 
t | > | 1 com 'f-m- 
| | | Sarkosin 
i | 
| } 
> _ >» \f cem '/1o-m- 
| | d-Alanin 
| ' 
| 
6 , | > 11 com 1/1-m- 
| | d-Alanin 
7 » |} » iA ccm ‘'/100-m- 
d-Valin | 
8 , | os | 4 ecm '/4-m- 
| d-Valin | 
y) ‘ | 1 com '/,00-m-| 
l-Leucin | 
19 } 1/ 
> ; > Lcem '/100-m- 
| |-Prolin | 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 


‘Etwa 2 Minut. 


Sofort Erst rosa, dann rot- 
braun, braun und 
schlhieMich nach 
langerem Stehen 
schwarz unter Ab- 

scheidung von 
schwarz. Flocken. 


Fast sofort. Wie bei 1. 


Wie bei 1. Die Far- 
bung ist weniger 
spater intensiv und bleibt 

als bei 2. schwicher. 

Fast sofort. Wie bei 1. 

Keine Hemmung 
_ od. Abschwiachung. 
Etwas spiter Farbung etwas 
als bei 2. schwacher als bei 
2, wird jedoch nach 
einiger Zeit inten- 
siverals bei Vers.3. 
Fast sofort. Wie bei 2. 


Verzégert. 


> » | » & > 
o » t b » 
» » » » 
» > » 
LIV. 23 
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Fortsetzung. 
Ange- 
Angewandte S , 
8 wandte Beginn 
Nr. Tyrosin- Fer- | Zusatz | |  Bemerkungen 

ment- der Firbung 

menge | 
menge 


! 


Fast sofort |Wie bei 2. 





11 4ccm ‘'/soo-m- 1 cem= 1 cem '/1-m- 


Lésung Proin | 
12 . ; 1 ecm "/so0-m-| 
d-Serin 
13 > , Lecm '/100-m-|» , » > 
dl-Isoserin 
14 ’ Lecm ‘/s-m-| > - Ts » 
| dl-Isoserin | 
15 | > »  |Leem *#/too-m-| » >» |» 
l-Phenyl- | 
alanin 
| 
16 » » * » > 
17 1 ccm '/100-m- Nach Ausgesprochene 
|-Asparagin- ca. ‘e Stunde Hemmung. 
siiure Die Farbung bleib! 
schwiacher 
| -als bei Versuch 2 
18 ‘Lt cem */100-m-| : ‘Die Hemmung war 
_ d-Glutamin- | etwas schwiicher ils 
siure bei Versuch 17. 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, dai die Farbung der 
angewandten Menge |-Tyrosin durch Zusatz von geringen Mengen 
von Aminosiiuren nicht beeinfluBt wird. Einzig d-Glutaminsiiure 
und |-Asparaginsiure machen eine Ausnahme. Hier zeigt sich 
starke Hemmung bei Anwendung von !/100-m-Losung der ge- 
nannten Aminosiuren. Diese ausgesprochene Hemmung hing! 
offenbar aussehlieBlich mit dem stark sauren Charakter dieser 
beiden Dicarbonsiiuren zusammen. Bei Verwendung starkerer 
Konzentrationen (Normallésung) zeigte sich bei Glykokoll und 
d-Alanin, besonders aber bei ersterem eine deutliche Hemmung. 
Wurden noch gréfere Konzentrationen gewahlt, so lieB sich 
bei allen verwendeten Aminoséuren eine ausgesprochene Ver- 
langsamung der Reaktion nachweisen und durch ganz grove 


Konzentrationen wurde der Eintritt der Reaktion- fast ganz 
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verhindert. Mit diesen letzteren Beobachtungen stehen wir in 
Einklang mit analogen Resultaten von Chodat.!) Offenbar hat 
Chodat bei seinen Versuchen ausschlieflich konzentriertere 
Lésungen von Aminosduren angewandt. Er fand bei Zusatz 
von Glykokoll, Leucin, Alanin Hemmung der Tyrosinasereaktion. 
Genauere Angaben iiber die Mengen der angewandten Amino- 
siiuren sind nicht mitgeteilt. Bemerken wollen wir noch, dal 
wir in keinem Falle eine Anderung in der Qualitait der Farben 
beobachtet haben. 

Im Anschluf an diese Versuche seien solche tiber die 
tinwirkung von Tyrosinase auf |l-Tyrosin, d-Tyrosin, 
Dijodtyrosin, |1-Phenylalanin, Homogentisinsdure, 
d-Tryptophan, Skatol, Indol, l-Prolin und Cystin mit- 
ceteilt. 

Aus der nachfolgenden Ubersicht ergibt sich, daB das in 
der Natur bis jetzt nicht mit Sicherheit beobachtete d-Tyrosin 
zwar auch angegriffen wird, jedoch viel spater als das l-Tyrosin. 
i's ist schwer zu entscheiden, ob das angewandte d-Tyrosin ganz 
rein war und wirklich kein |-Tyrosin enthielt, ebenso unbekannt 
ist es, welche Mengen des oxydierten Tyrosins hinreichen, um 
die beobachtete Fiallung hervorzurufen. Hier werden erst im 
Gange befindliche, quantitative Untersuchungen eine Entschei- 
dung bringen kOnnen. Da jedoch nach allen Beobachtungen 
die Tyrosinase kein ausgesprochen spezifisches Ferment zu 
sein scheint und auch Verbindungen, wie z. B. Phenol angreift, 
so ist es nicht unwahrscheinlich, daf auch d-Tyrosin durch 
sie direkt oxydiert wird. Auffallend ist die Beobachtung, daf 
d-Tryptophan angegriffen wird. Am naheliegendsten ist die 
Annahme, dafi dem d-Tryptophan Spuren von Tyrosin ange- 
haftet haben. Die angewandten Priiparate waren allerdings 
sehr rein. Wir haben den Versuch mehrmals wiederholt und 
sind stets zu denselben Resultaten gelangt. Da nun auch, wie 
weiter unten mitgeteilt ist, Lésungen von tryptophanhaltigen 
Volypeptiden eine Fiirbung nach Zusatz von Tyrosinase an- 

') R. Chodat, Nouvelles recherches sur les ferments oxydants. 
\rchives des sciences physiques et naturelles, 112 année, 4° période, 
home XXIV, 1907. 
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. , Angewandte 
, (Angewandte Amino-| . 
Nr. - Ferment- Bemerkungen 
sdure | 
| menge 
1 4ccem'/soo-m-Liésung) 1 ccm Nach 30 Sekunden Beginn der 
von |-Tyrosin | Farbung. 
2 4ccm '/s00-m-Lésung i » Erst nach 30 Minuten zeigt sich 
von d-Tyrosin | Rotfairbung. Sie wird im Laufe 
| | der Zeit ebenso intensiv, wie 
| bei Versuch 1. 
| 
3 4ccm kalt gesittigte, 1 » | Keine Farbung. 
Lisung von Dijod- | 
tyrosin 
4 4ccm '/10-m-Lésung| { » 
von I-Phenylalanin | 
5 4ccm '/1oo-m-Lésung I | > , 
von d-Phenylalanin | 
| 
6 ‘4cecm'/roo-m-Lisung| 1 } > > 
‘von dl-Phenylalanin| 
7 4ccem'/too-m-Lésung) 1 » |} >» > 
von Homogentisin- | | 
siure | 
| a | | . 
8 4 ccm ‘'/i-m-Lisung) 1 » Schwache Braungelbfairbung. 
' von Homogentisin- | 
saure | 
9 4ccm'/roo-m-Lisung) 1 » | Nach ‘'/s Stunde schwache, sel 
von d-Tryptophan | deutliche Rosafarbung. Sie wird 
' auch bei langerem Stehen nicht 
| intensiver. 
10 4ccm kalt gesittigte, 1 » | Keine Firbung. 
| LOsung von Skatol | | 
| i 
| se . { 
11 4ccm kalt gesittigte 1 » > » 
| Indollésung 
12 Kalt gesdltigte | 1 » | » 
Cystinlésung 
in 4 ccm Wasser 
13) 4cem'/roo-m-Lisung 1» | > > 


von |-Prolin 


nehmen, so scheint es uns als fast ganz ausgeschlossen, dal 
geringe Beimengungen von Tyrosin die Ursache der beobachteten 
Fiirbungen sind, Lésungen von Indol und Skatol zeigten keine 
Farbung. Interessant ist, daB 1-Phenylalanin nicht ange- 
griffen zu werden scheint, wenigstens tritt keine Farbung aut. 
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Wir haben diesen Versuch sehr oft mit l-, d- und dl-Phenyl- 
alanin wiederholt, upd wir konnten in keinem Falle eine 
Kiirbung der angewandten Losungen nach Zusatz von Tyro- 
sinase beobachten. Es scheint, dai die Tyrosinase nur dann 
angreift, wenn im Benzolkern schon mindestens eine OH-Gruppe 
vorhanden ist. Ganz sicher gestellt wird die Unangreifbarkeit 
des Phenylalanins durch die Tyrosinase jedoch erst sein, wenn 
es gelingt, das angewandte Phenylalanin quantiltativ unverandert 
wieder zu gewinnen. Derartige Versuche auch mit anderen 
Aminosiuren sind im Gange. Homogentisinsiiure wurde deut- 
lich angegriffen, wenn sie in konzentrierterer LOsung verwendet 
wurde. Die Lésung von Dijodtyrosin zeigte keine Veriin- 
derung. Ganz gleich verhielten sich die L6sungen von Prolin 
und Cystin. Es sei erwihnt, daB wir nach analogen, an weiter 
unten mitgeteilten Versuchen mit tyrosinhaltigen Polypeptiden 
gemachten Erfahrungen, Phenylalanin, Tryptophan, Prolin und 
Cystin nach Zusatz anderer Aminosiiuren, wie Glykokoll, d-Alanin 
usw. der Wirkung der Tyrosinase aussetzten. Es lief sich kein 
FinfluB auf die Intensitiét der Firbung feststellen. Die Lésungen 
von Phenylalanin, Cystin und Prolin blieben ungefiirbt. 


Kinwirkung der Tyrosinase auf tyrosinhaltige Poly- 
peptide. 

Zu den folgenden Versuchen dienten: Gly cyl-l-tyrosin, 
d-Alanyl-glycyl-l-tyrosin,!) l-Leucyl-glycyl-l-tyrosin, 
i-Leuecyl-triglycyl-l-tyrosin,') ein aus Seide gewonnenes 
Tetrapeptid,?) bestehend aus 1 l-tyrosin, 1 d-Alanin und 
2 Glykokoll und ferner ein offenbar noch komplizierter ge- 
bautes tyrosinhaltiges Polypeptid aus Seide. Wir haben 
ferner von den synthetisch dargestellten Polypeptiden auch die 
entsprechenden Halogenacylverbindungen untersucht, und schlieb- 
lich noch auf das von uns neu dargestellte, spiiter eingehend zu 


') Vgl. Emil Fischer, Synthese von Polypeptiden, XXI. Derivate 
des Tyrosins und der Glutaminsiiure, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., 
lr, XL, S. 3704, 1907. 

*) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von Poly- 
peptiden bei der Hydrolyse der Proteine, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Jg. XL, S. 3544, 1907. 
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beschreibende Glycyl-dijod-l-tyrosin Tyrosinase einwirken 
lassen. Das Glycyl-dijod-tyrosin wurde aus krystallisiertem 
Glycyl-l-tyrosin!) dargestellt und zwar in analoger Weise, wie 
das Dijodtyrosin. Es zersetzt sich gegen 213° (unkorr.) und ist 
in Wasser schwer loslich. Das zu diesen Versuchen verwendete 
Glyeyl-l-tyrosin enthielt Krystallwasser und zwar ein Molekiil. 

0.2344 g Substanz verloren beim Trocknen im Toluolbad unter 
vermindertem Druck 0,016% g Wasser. 


Berechnet fiir C,,H,,N,0O, -- H,O: Gefunden: 
7,03°/o HO. 6,99°/o H,O. 


0,2134 g wasserfreie Substanz in Wasser gelést. Gesamt- 
gewicht der Lésung 8,1468 g. Spezifisches Gewicht 1,0043. 
a = -+-1,34° bei Natriumlicht. [a a = + 50,9° (+ 0,7°). 

Die Resultate dieser Versuche ergeben sich aus folgender 
Tabelle (S. 341). 

Aus der folgenden Ubersicht ergibt sich, da® die Lésungen 
von tyrosinhaltigen Polypeptiden alle durch Tyrosinase gefarbt 
werden, und zwar hat offenbar die Art der auBer I-Tyrosin an 
deren Aufbau beteiligten Aminosiuren einen KinfluB auf die Art 
der entstehenden Farben. So waren die Lésungen von Gly cy|- 
l-tyrosin und d-Alanyl-glycyl-l-tyrosin ganz verschieden 
gefiirbt und vor allem zeigte sich ein anderes Endresultat. Die 
Losung von Glycyl-l-tyrosin wurde prachtvoll griin, nachdem sich 
die zuerst rote Lésung vorher fast entfiarbt hatte, diejenige von 
d-Alanyl-glyeyl-l-tyrosin blieb dunkelrot. Unter sich ganz gleich 
waren die Farbennuancen bei l-Leucyl-glycyl-l-tyrosin und 
l-Leucyl-triglycyl-l-tyrosin. Die griine Farbe ist bei Glycy!- 
l-tyrosin nicht die definitive Fiirbung, nach einiger Zeit erscheint 
sie im durehfallenden Licht rot und im auffallenden griin und 
schlieblich wird sie blau. Von den Lésungen der Halogen- 
acylverbindungen wurde offenbar ihrer stark sauren Natur 
wegen keine gefiirbt, auch die Loésung von Glycyl-dijod- 
l-tyrosin zeigte keine Farbung. 





'' Emil Abderhalden und Berthold Oppler, Das Verhalte. 
einiger Polypeptide gegen Blut-Plasma und -Serum, Diese Zeitschrili, 
Bd. LIN, S. 294, 1907. a 

















Angewandte 


Nr. | ; 
Verbindung 


Angewandte 
Ferment- 
menge 








Bemerkungen 





| 
| 
| 
| 


l-tyrosin 


2 4cem '/10-m-Glycyl- 
l-tyrosin 


9 4ccm ‘/10-m-d-Alanyl- 
glycyl-l-tyrosin 
'4ccm '/to-m-l-Leucy!- 
glycyl-l-tyrosin 
5 4ccm '/o-m-]-Leucyl- 
| triglycyl-l-tyrosin 


— 


| 


6 |4 ccm '/10-m-Tetra- 
peptid aus Seide 

(1]-tyrosin.1 d-Alanin 
und 2 Glykokoll) 


Tyrosinhaltiges Poly- 
| peptid aus Seide 

| unbekannter 

| Zusammensetzung. 


~ 


Kalt gesattigte Lisg. 


5 Chloracetyl-l-tyrosin 
‘/100-m-LOsung 


) d-Brompropionyl- 
glycyl-l-tyrosin 
‘/1oo-m-Lésung 


10 d-Bromisocaprony]l- 
glycyl-l-tyrosin 
‘/10o-m-Lésung 

11 d-Bromisocaprony|- 
triglycyl-l-tyrosin 
‘/100-m-Lésung 


l2 Glycyl-dijod-l-tyrosin 
Kalt gesittigte 
Lésung 


1 4cem '/100-m-Glycyl-' 


‘/s ccm 


Die Farbung tritt spiter auf als 
bei Anwendung von 1-Tyrosin. 
Sie ist zundchst rosa und geht 
dann in karminrot tiber, wird 
dann griin und schlieflich blau. 


1ccm-+1cem Die Reaktion tritt rascher ein als 


Wasser 
1 ccm 
1 >» 

1 » 
1 

1 >» 
1 >» 
> % 
: 3 

» ‘ys 
S ¢ 


bei 1, jedoch auch noch spater 
als bei Anwendung von 1-Tyro- 
sin. Farbe: rosa » karmin > 
grin und zuletzt blau. 


| Nachetwa2 Minuten Rosafarbung, 


| 
; 
| 


} 
| 
} 
i 
| 
i] 





dann dunkelrot. 


Die Lésung wird nach etwa 2 Mi- 
nuten bismarckbraun. 

Diese Lésung zeigte genau das- 
selbe Verhalten wie bei Ver- 
such 4. Die Farbennuance war 
auch genau dieselbe und ganz 
verschieden von der bei Ver- 
such 3 auftretenden. 


Nach etwa 2 Minuten Braunrot- 
farbung. 


Wird braun, dann griin und 
schlieflich rot. 


Keine Farbung. 


ba » 
o V 
2 > 
» > 
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In allen Fiillen trat bei Verwendung der tyrosinhaltigen 
Polypeptide die Férbung spéter ein als bei Anwendung yon 
|-Tyrosin, und zwar auch dann, wenn in der angewandten Poly- 
peptidmenge dieselbe Menge Tyrosin vorhanden war, als im 
Parallelversuch Tyrosin angewandt wurde. Das spatere Lin- 
setzen der Fiirbung gab zu der Vermutung Anlafb, dal der 
Oxydation eine Hydrolyse der Polypeptide vorausgehen kénnte. 
Es wiirde dann die Fiirbung in dem Mae auftreten, in dem 
Tyrosin frei wiirde. Gegen diese Anschauung sprach allerdings 
der Umstand, dab die Farbung der Losung von Glycyl-l-tyrosin 
und auch der anderen tyrosinhaltigen Polypeptide eine andere 
ist, als bei Anwendung von Tyrosin allein und bei Zusatz von 
Aminosiuren verschiedener Art. Dieser Unterschied  beziehit 
sich vor allem auf die Endfarbe. Wir haben trotzdem zur 
Sicherheit folgenden Versuch ausgefiihrt. Eine bestimmte Menge 
Glycy!-l-tyrosin wurde in einer bestimmten Menge Wasser ge- 
lost. Nach Zusatz von 1 ccm Tyrosinaselésung und etwas 
Toluol bestimmten wir sofort die Drehung der Losung. Die 
Ablesung wurde in kurzen Zwischenriiumen wiederholt. Es 
zeigte sich keine Anderung des Drehungsvermégens, trotzdem 
die Losung sich allmiihlich farbte und schlieBlich eine Ablesung 
nicht mehr gestattete. Diese Beobachtung scheint uns zu be- 
weisen, dali schon minimale Spuren von oxydiertem Polypeptid 
und auch von Tyrosin hinreichen, um eine intensive Farbung 
zu bewirken, denn auch dann, wenn eine Hydrolyse des ange- 
wandten Glyeyl-l-tyrosins nicht eingetreten ist, war zu er- 
warten, dali eine Anderung des Drehungsvermégens mit dem 
Eintritt und der Zunabme der Fiirbung sich zeigen wiirde, denn 
es ist nicht anzunehmen, dab das Oxydationsprodukt des Glycy!- 
l-tyrosins das gleiche Drehungsvermégen besitzt, wie das un- 
veriinderte Glycyl-I-tyrosin selbst. Wir hatten gehofft, durch Ver- 
folgung der Drehung in analoger Weise, wie dies beim Studium der 
Wirkung proteolytischer Fermente auf optisch-aktive Polypeptide 
geschehen ist,!) die Einwirkung der Tyrosinase auf Tyrosin und 


') Emil Abderhalden und A. H. Koelker, Die Verwendung 
optisch-aktiver Polypeptide zur Priifung der Wirksamkeit proteolytisc)e: 
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auf tyrosinhaltige Polypeptide unter verschiedenen Bedingungen 
feststellen zu kOnnen. Wie diese ersten Versuche zeigen, ist 
ein Erfolg nach dieser Richtung kaum zu erwarten. 

Um festzustellen, ob die von uns verwendete Tyrosinase- 
lisung tiberhaupt proteolytische Fermente enthalt, haben wir 
sie auf d-Alanyl-d-Alanin einwirken lassen. Das Drehungs- 
vermogen der angewandten Lésung blieb auch nach langem 
Stehen konstant. Eine Hydrolyse war somit nicht erfolgt. 

In einer weiteren Versuchsreihe prtften wir den EinfluB 
des Zusatzes verschiedener Aminosiiuren auf die 
Raschheit des Eintritts der Firbung bei Anwendung 
yon tyrosinhaltigen Polypeptiden und auf die Art der 
entstehenden Farbe. Der letztere Punkt war von beson- 
derem Inleresse, nachdem Chodat!) die interessante Beobach- 
tung gemacht hatte, daf l-Tyrosinanhydrid- und Glycyl-l-tyrosin- 
anhydridldsungen eine ganz verschiedene Farbe annehmen, je 
nachdem man sie fiir sich allein der Wirkung von Tyrosinase 
aussetzt oder aber zugleich andere Aminosiiuren, wie Glykokoll, 
Alanin, Leucin usw. zusetzt, und zwar war die Art der Farbe im 
letzteren Falle abhiingig von der Art der zugesetzten Aminosiure. 
Unsere Beobachtungen mit Glycyl-l-tyrosin fiihrten zu dem 
esultate, dab geringe Mengen von Aminosiiuren ('/100- und 1/10- 
ii-LOsungen) den Eintritt der Fiarbung durch Tyrosinase ganz 
aulfallend beschleunigen, wiihrend gréfere Mengen (!/1-m-L0- 
sung und hdhere Konzentrationen) den Eintritt der Farbung 
hemmen, ja fast aufheben kénnen. Eine Ausnahme machen 
die Asparagin- und Glutaminséure. Sie hemmen beide schon 
in geringen Konzentrationen. Auffallend beschleunigt wurde 
die Reaktion durch Sarkosin und Isoserin. Sehr intensiv war 
vor allem der Einfluf des |-Prolinzusatzes auf die Farben- 
nuance. Die folgende Ubersicht gibt einen Einblick in diese 
beobachtungen. 

Fermente, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 294, 1907, und Emil Abder- 

halden und Alfred Gigon, Weiterer Beitrag zur Kenntnis des Verlaufs 

der fermentativen Polypeptidspaltung, Ebenda, Bd. LIII, S. 251, 1907. 
+h «. 











344 Emil Abderhalden und Markus Guggenheim, 


Ieee int Ee 


| 
Angewandte 





Ferment- | 





Nr. Menge Zusatz Bemerkungen 
Bie —_— menge 
Glycyl-l-tyrosin 
1 | 1 cem '/1o-m- 1 ccm 1 ccm '/:-m- | Starke Hemmung. Die Li- 
Glycyl-l-tyrosin -+- 1eem) Glykokoll sung wird rot und schlief- 
Wasser | lich griin. 

2 | » {ccm '/to-m- Starke Beschleunigung des 
| Prolin | Eintritts der Farbung. 
Farbe intensiv karminrot. 

3 | > 2 ccm (1cem '/1o-m-) Beschleunigung der Reak- 
| | d-Alanin | tion. Rot > grin. 

4 | > 1 cem 4/100-m- 
| d-Valin 

5 > > 1 cem '/100-m-. 
l-Leucin | 

6 | , 1 ccm '/t00-m-) > 
l-Phenyl- 
alanin 

7 | , 1lcem '/1o-m-| Unbedeutende Beschleuni- 
| j 
| _ \-Phenyl- | gung des Auftretens der 
| | | alanin |  Farbung. 

8 | ‘ ‘1 ccm */to-m-) Starke Hemmung. 

_1-Asparagin- | 
| siure 

9 | > | > ‘teem */10-m-! » ‘ 
| d-Glutamin- | 
saure 


Eine ausgesprochene Veriinderung der Farbe war nur bei 
Zusatz von |-Prolin vorhanden. Die tibrigen Aminosauren be- 
wirkten wohl auch zum Teil eine geringe Anderung der Niiance, 
aber schlieBlich blieb als letzte Farbung stets griin iibrig. Bei 
langerem Stehen erhalt man dieselben beim Glycyl-l-tyrosin schon 
erwihnten Anderungen der Farbe, bis endlich die blaue Farbung 
auftritt. RegelmiBig beobachtet man beim Ubergang von rot 21 
griin eine Aufhellung und fast vollstandige Entfarbung als Zwischen- 
stadium. Offenbar sind in diesem Momente die roten und griinen 
Farbstoffe in ungefahr gleichen Mengen vorhanden. 

Wir haben im Anschlu8 an die Beobachtung, daB I-Prolin 
in so auffallender Weise die Farbung von Glycyl-l-tyrosin dure!) 
Tyrosinase beeinfluBbt, einige Versuche mit Verbindungen unter- 
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nommen, die nicht zur Reihe der Aminosdéuren gehoren. Bevor 
wir auf diese Versuche eingehen, seien noch solche iiber die 
Einwirkung der Tyrosinase auf tyrosinhaltige An- 
hydride, und zwar auf Glycyl-l-tyrosinanhydrid und 
Tyrosinanhydrid mit und ohne Zusatz von Amino- 
siuren mitgeteilt. 











Ange- | 





Angewandte Menge wandte | | 
Nr Fer- | Zusatz Bemerkungen 
Anhydrid ment- | | 
menge | 
| | | atta 
4 ccm Glycyl- 1 ccm | 0 ‘Nach '4 Stunde beginnt sich 
| |-tyrosin-anhydrid | | die Lésung schwach gelb- 
0,0730 g in 50 ccm | | lich und dann braunlich 
Wasser geldst) | | zu farben. 
2 > 1 ecm “'49-m-| Nach ca. 5 Minuten wird 
Glykokoll | die Lésung rotlich. Bei 
| langeremStehen tritt Rot- 
| | braunfirbung auf. 

3 1 cem '/1-m- |Schon nach 2 Minuten Rot- 

Glykokoll | fiarbung. Sie blaft all- 
| | miihlich ab und geht in 
| | Blau iiber. 

4 > 1 ccm '/10-m-'Dieselben Farben und das- 

| d-Alanin | selbe Verhalten wie bei 
| | Versuch 2. 

5 > ecm */1o-m- Nach 7 Minuten intensive 
| |-Prolin | Violettfairbung. Sie wird 
| | nach 12 Stunden etwas 
| | bréunlich. 
| 

6 4 cem I-Tyrosin- | 0 ‘Nach mehrstiindig. Stehen 

anhydrid (0,0460 ¢g | wird die Lésung schwach 
in 50 ccm Wasser. | | rosa gefarbt. 
Ein kleiner Teil blieb: | 
ungeldst) | | 
‘ , |» |t cem */o-m- , > 
| Glykokoll 
5 ? | | 1 ccm '/1-m- | 
| Glykokoll | 

3 3 1 ccm */10-m-| , 

d-Alanin | 


Aus diesen Resultaten geht hervor, dai der Zusatz von 
Aminoséuren die Firbung der Lésung von Glycyl-l-tyrosin- 
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anhydrid durch Tyrosinase sehr beschleunigt, und dab zugleich 
die Art der Farbe stark beeinflubt wird. Es gilt dies in ganz 
besonders ausgesprochenem Mage vom Prolin. Beim Tyrosin- 
anhydrid hefen sich solche Einfliisse nicht nachweisen. Wie 
schon erwahnt, hat bereits Chodat!) analoge Beobachtungen 
gemacht. Vorliufig miissen wir es dahingestellt sein lassen, ob 
der Oxydation der genannten Anhydride eine Aufspaltung zu 
den entsprechenden Dipeptiden vorausgeht. 

Der Eintlufi der zugesetzten Aminoséuren muh sowohl 
bei den tyrosinhaltigen Polypeptiden und speziell beim Glycyl-l- 
tyrosin und ganz besonders vor allem beim Glycyl-l-tyrosin- 
anhydrid ein zweifacher sein. Einesteils gewinnt man den 
Kindruek, dab die zugesetzten Aminosiiuren die Reaktion direkt 
beschleunigen, und anderenteils fthrt die Beobachtung, daf be- 
stimmte Aminosiiuren eine Anderung der Fiirbung bewirken, 
zur Vermutung, dali diese in irgend einer Weise bei der Farb- 
stoffbildung beteiligt sind. Diese Vermutung wird gestiitzt durci: 
folgende Beobachtungen. 

Labt man !/10o-m-LOsung von Phenol mit 1 cem Tyrosinase- 
ldsung stehen, so tritt nach einiger Zeit braunfiirbung aul. 
Ein Kontrollversuch ohne Tyrosinasezusatz ergab in der gleichen 
Zeit keine Fiirbung. Wird zu derselben Phenolmenge unter 
ganz gleichen Bedingungen aufber Tyrosinase noch 1 cem ! 10- 
m-Glykokoll zugesetzt, so tritt Cochenillefiirbung auf, die nach 
etwa 12 Stunden in violett tibergeht. Wird an Stelle von 
Glykokoll 1 ccm '/10o-m-Prolin verwendet, so zeigt sich fast 
sofort intensive Violettfiirbung. Uber ganz ahnliche Beobach- 
tungen mit Kresol berichtet Chodat.!) Es ist nun von groftem 
Interesse, dali es gelingt, ganz analoge Farbungen durch 
Oxydation mit Kaliumbichromat an Stelle der Tyro- 
sinase hervorzurufen. Wird zu farblosem geschmolzenem 
Phenol |-Prolin hinzugefiigt und nun mit einer Spur Kalium- 
bichromat erhitzt, so tritt Violettfirbung auf. Wird an Stelle 
von Prolin Glykokoll genommen, so erhélt man die analoge 
Farbe, wie wenn Tyrosinase angewandt wurde. _Wird Phenol! 
fur sich allein oxydiert, so zeigt sich eine schmutzig-gelbbraune 


4. ¢, 
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Farbung. Diese Versuche wurden wiederholt und ergaben stets 
dasselbe Resultat. Wir werden sie weiter ausdehnen und hoffen, 
durch das genauere Studium dieser Reaktionen einen Einblick 
in das Wesen der entstehenden Farbstoffe zu erhalten und 
damit auch dem Problem der Farbstoffbildung durch Tyrosinase- 
wirkung néaher zu kommen. 

Erwaéhnt sei, da’ die bei der Oxydation von Tyrosin, der 
iyrosinhaltigen Polypeptide und Anhydride entstehenden Farben 
in alkalischer Lésung unbestandig sind. Sie gehen in braun 
iiber. Durch Zusatz von Aminosauren oder Mineralsiiuren kénnen 
wieder die urspriinglichen Farben hervorgerufen werden. Diese 
Beobachtungen sind vor allem am Glycyl-l-tyrosin gemacht 
worden. In der Hitze sind die Farben bestandig. Beim Glycyl- 
l-\yrosin geht allerdings die griine Farbe beim Erhitzen in blau 
liber, um dann beim Abkiihlen wieder in griin umzuschlagen. 
(ianz besonders schon zeigt diese Veranderungen das mit Prolin 
versetate Glycyl-l-tyrosin. Beim Kochen mit Siiuren werden 
die Farben nicht verdandert. 

SchlieBlich haben wir versucht, Tyrosin in neutraler L6- 
sung mit Ozon zu oxydieren. 1g Tyrosin wurde in 50 ccm 
Wasser suspendiert und 3 Stunden Ozon durch das Gemisch 
geleitet. Der groBte Teil des Tyrosins blieb ungelést. Die L6sung 
farbte sich hellgelb. Sie reagierte stark sauer und gab auf 
lvyrosinasezusatz keine Reaktion mehr. Beim Eindampfen der 
liltrierten Loésung verblieb ein brauner harziger Riickstand. 

In einem zweiten Versuch wurde 1 g Tyrosin in der be- 
rechneten Menge (2 Mol.) Alkali gelost und die LOsung mit 
Wasser auf 50 cem verdiinnt. Beim Durchleiten von Ozon trat 
intensive Braunschwarzfiirbung auf. Es schieden sich keine 
locken ab und auch beim Neutralisieren und Anséuern trat 
keine Fallung ein. 

Weiterhin haben wir 0,5 g Glyeyl-l-tyrosin in 25 ecem 
Wasser gel6st und wiihrend 3 Stunden Ozon in die klare Lésung 
geleitet. Es zeigte sich zunachst Braunfairbung. Bald trat Auf- 
hellung ein und die Losung blieb nun hellgelb gefiirbt. Beim 
‘ingeren Stehen zeigte sich wieder Dunkelfiirbung. Die Lésung 
war optisch vollsténdig inaktiv geworden. Sie reagierte noch mit 
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Millons Reagens intensiv. Beim Eindampfen der Lésung ver- 
blieb ein brauner, harziger, in Wasser leicht loslicher Riickstand. 

Durch die Einwirkung von Ozon allein auf Tyrosin und 
Glycyl-l-tyrosin waren somit keine analogen Farbungen erhalten 
worden, wie mit der Tyrosinase. Wir werden die Versuche 
unter Zusatz verschiedener Aminoséuren wiederholen. 

Wir haben noch folgende Verbindungen auf ihr Verhalten 
zur Tyrosinase untersucht: 

p-Amidophenol: 4 ccm p-Amidophenol (kalt gesattigi, 
-++ 1 ccm Tyrosinase: Die Lésung farbt sich braun und zwar 
viel rascher und intensiver als eine Kontroll6sung ohne Fer- 
mentzusatz. 

Bei einem zweiten Versuche gaben wir zu 4 ccm p-Amido- 
phenol -+- 1 ecm Tyrosinase 1 cem !/10-m-Glykokoll zu. Kin 
Einflu8 des Glykokolls war nicht zu erkennen. 

Anilin: Keine Fiillung. Ebenso verhielten sich a- und 
B-Naphtol, Salicylsiure und salicylsaures Natrium. 
Glykokollzusatz hatte auch hier keinen Einfluf. 

Wenn wir alles zusammenfassen, was wir bis jetzt tibe 
die Art der bei der Tyrosinasewirkung auftretenden Farbstotle 
wissen, so laibt sich mit ziemlicher Bestimmtheit sagen, dal) 
die Art des Farbstoffes (vorlaufig erkennbar an der Art der 
Fiirbung) abhingig ist von der Bindung, in der das Tyrosin 
vorhanden ist. Es fiirbt sich in freiem Zustand in anderer 
Weise, als wenn es mit anderen Aminosiiuren verbunden in 
Form von Polypeptiden und Anhydriden vorhanden ist. Es 
spricht alles dafiir, daB die tyrosinhaltigen Polypeptide oline 
vorherige Abspaltung von Tyrosin oxydiert werden. Eine noch 
unentschiedene Frage ist die, ob die tyrosinhaltigen Anhydride 
vor ihrer Oxydation aufgespalten werden. Jedenfalls werden 
sie iiuberst langsam angegriffen. Wir werden diese Frage nocl: 
weiter verfolgen. Endlich kann man mit ziemlich grofer be- 
stimmtheit annehmen, daB die durch Aminoséurezusatz bewirktcu 
Anderungen in der Art der Farbstoffbildung durch die Teil 
nahme der zugesetzten Aminosiiuren am Aufbau des neugebil- 
deten Farbstoffs bedingt ist. Die beobachteten Farbstoffe er- 
innern in mancher Hinsicht an die Farbstoffe der Gruppe der 
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Indophenole, Oxazone und Oxazine. Wir wollen nicht unerwahnt 
lassen, daB durch Versuche mit groBeren Mengen von Poly- 
peptiden unter Zusatz von Aminosauren quantitativ verfolgt 
werden soll, ob tatsachlich die zugesetzten Aminosiiuren in 
direkte Beziehungen zu dem unter ihrem Einflui entstehenden 
Farbstoffe treten. 

Wie schon erwahnt, gab auch eine LOsung von d-Tryp- 
tophan mit Tyrosinase eine leichte Farbung. Um festzustellen, 
ob diese Reaktion etwa durch eine Beimengung von Spuren 
von Tyrosin bedingt sei, haben wir einige tryptophanhaltige 
Polypeptide auf ihr Verhalten gegen Tyrosinase gepriift. Wir 
verwendeten: Glycyl-d-tryptophan,?) d-Tryptophyl- 
slycin,!) d-Alanyl-d-tryptophan,') l-Leucyl-d-trypto- 


phan. ?) 














_ Ange- 
wandte | 
Nr. Angewandtes Polypeptid  Fer- |= = Zusatz Bemerkungen 
- ment- 
/menge 
| 4 cem Glycyl-d-tryptophan 1 ccm | 0 Nach 10 Minuten 
'/too-m-Lésung | schwache Rosafarbg. 
| 
2 » 1 ccm '/10-m- » 
Glykokoll 
3 | 4 cem Tryptophyl-glycin | 0 
*/100-m-Losung 
4 ccm } 0 » 


d-Alanyl-d-tryptophan 
'/190-m-Lésung 


i) 4 cem | 0 Sehr schwach rosa. 
I-Leucyl-d-tryptophan | | 


Die mit den tryptophanhaltigen Polypeptiden erhaltenen 
Kesultate machen es sehr unwahrscheinlich, daB die beobachteten 
irbungen einer Beimengung von Tyrosin zuzuschreiben sind. 

Wir haben bereits darauf hingewiesen, dafs unter den 
Aminoséuren die stark sauer reagierenden beiden Dicarbon- 


') Emil Abderhalden und Martin Kempe, Synthese von Poly- 
eptiden, XX. Derivate des Tryptophans, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
XL. S. 2737, 1907. 
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siiuren l-Asparaginsiéure und d-Glutaminsaure eine Sonderstellung 
einnehmen. Sie hemmen die Wirkung der Tyrosinase schon 
in geringen Konzentrationen. Offenbar hiingt diese Wirkung 
mit der stark sauren Natur dieser beiden Aminosiéuren zusammen. 
Um dies zu priifen, haben wir das Verhalten der Tyrosi- 
nase gegen geringe Konzentrationen Mineralséuren 
und zugleich auch gegen Alkali gepriift. 








| 


Menge der 
‘angewandten Menge des 





Nr., —"/s00-m- _  Zusatz Bemerkungen 
l-Tyrosin- | Fermentes | 

| losung 
| | | 

| 4 ecm 1 ccm | 0 Sofort Rosafirbung, dann 
| | rotbraun, braun, schwarz. 
| | 

2 | ; | ft ccm | Nach 2 Stunden kaum er- 
| | ‘/too-n-HCl |  kennbare Rotfarbung 


| Auch nach laingerer Zeit 
wird die Firbung_ nic|i! 





| | intensiver. 
. vee 
3 | , | ) | 2cem_ | Keine Farbung. 
| | 1/100-n-HCl 
| 
4 . ’ 2 cem | » > 
| | th-n-HC] 
5 | | 0,2 ccm Erst nach 2 Stunden ganz 
‘ttoo-n-HCl |  schwache Rosafarbung. 
} ° ° ee 
6 > | decm_ | Eintritt der Farbung etwas 
"/tooen-Na(OH) = spiiter als bei 2. Wie 
| | Farbe wird sofort dunkel 
/ und = schlieBlich  braun- 
| | schwarz. 
7 | > | 2 ccm Nach ‘'« Stunde schwarz- 


1/4-n-Na(OH) lich. 


Es ergibt sich ohne weiteres, daB die Salzséure selbst 
in groBer Verdiinnung stark hemmend auf die Tyrosinase ein- 
wirkt. Weniger stark hemmend wirkt Natronlauge. Um fest- 
zustellen, ob eine dauernde Schidigung der Tyrosinase durch 
die Siiure und das Alkali vorliegt, wurden folgende Versuclie 
ausgefiihrt. | 

1. 4 cem '/s00-m-Tyrosinldsung -+- 1 cem Tyrosinase 
1 cem !/10-m-Na(OH). Nach 10 Minuten wird mit 1 cem 1/10-!!Cl 
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neutralisiert. Die Tyrosinlésung, die bis dahin ungefiirbt ge- 
blieben war, fiirbt sich rasch intensiv rot. 

2. 4 ccm '/300-m-Tyrosinlésung -!|- 1 cem Ferment -- 
i cem 3/10-n-HCl. Keine Fiirbung. Nach 10 Minuten Zusatz von 
| com J10-n-Na(OH). Die Hemmung bleibt bestehen. 

3. 4 com }/300-m-Tyrosinl6sung -+- 1 ccm Ferment +- 
{ cem 410-n-Na(OH). Nach einer Stunde Neutralisation. Die 
Losung fiirbt sich etwas schwacher als im Kontrollversuch 
ohne vorherigen Alkalizusatz. 

¢. Derselbe Versuch, mit Saéurezusatz ausgefiihrt, fiihrt zur 
dauernden Inaktivierung der Tyrosinase. 

). Labt man Tyrosinase 2 Stunden mit !/io-n-Na(OH) oder 
'/;y-n-HCl stehen, so tritt nach dem Neutralisieren und Zusatz 
von Tyrosin keine Fiirbung mehr auf. 

Endlich haben wir noch den Einflub verschiedener 
Alkohole auf die Wirkung der Tyrosinase gepriift. Angewandt 

wurden ?/10-n-Lisungen von Methyl-, Athyl-, Propyl-, 
lsopropyl-, Butyl-, Isobutyl-, Amyl-, Hexyl- und Allyl- 
alkohol. Es war in keinem Fall eine Hemmung zu beobachten. 

Die vorliegenden Beobachtungen ftihren zu verschiedenen 
neuen Fragestellungen. Einmal ist es von Interesse, festzustellen, 
ob und in welcher Weise die Farbung der tyrosinhaltigen Poly- 
peptide und speziell der Anhydride durch gleichzeitigen Zusatz 


S mehrerer Aminosiiuren beeinflubt wird. Die jetzt schon mit einem 
. verhiltnismibig kleinen Materiale beobachteten Farbenntiancen 
- sind so mannigfaltig, dab man in der Tat versucht sein konnte, 

die Bildung mancher Farbstoffe der Tier- und Pflanzenwelt auf 
. analoge Prozesse zuriickzuftihren. Vor allem ist auch daran 

zi denken, dafii verschiedenartige tyrosinhaltige Polypeptide 
st ganz verschiedene Farbungen bilden kénnen. Gewil kommt 
N= einmal die Art der am Aufbau beteiligten Aminoséuren und 
t- : ferner ihre Zahl in Betracht. Em ganz besonderes Interesse 
‘h verdient die weitere Verfolgung der Tyrosin enthaltenden An- 
ne ivdride. SechlieBlich sei noch hervorgehoben, dab uns diese 

Beobachtungen, speziell an tvyrosinhaltigen Polypeptiden und 
Hi Anhydriden, ein Mittel an die Hand geben, um zu priifen, ob 


die bisher im Tier- und Pflanzenreich beobachteten ‘Tyrosinasen 
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identisch sind, oder aber eine ganz verschiedene Wirkung zeigen. 
Wir hoffen bald in der Lage zu sein, unsere Untersuchungen 
nach dieser Richtung auszudehnen. 

Schlieblich sei noch auf eine Beobachtung hingewiesen, 
die allgemeinere Bedeutung hat. Wird das tyrosinasehaltige 
Extrakt 24 Stunden auf der Schiittelmaschine bei 37° geschiit- 
telt, so biibt es stark an Wirksamkeit ein. Auch beim Schiittel: 
bei gewOhnilicher Temperatur tritt eine ganz auffallende Hem- 
mung ein. Es ist diese Erscheinung keine fiir die Tyrosinase 
spezifische. Auch andere Fermente werden durch Schiitteln 
stark geschiidigt, oder vorsichtiger ausgedriickt, in ihrer Wirk- 
samkeit beschriinkt. Schiittelt man Hefeprebsaft 48 Stunden 
bei gewohnlicher Temperatur, so tritt eine starke Triibung auf. 
Libt man die filtrierte L6sung auf Glycyl-l-tyrosin einwirken., 
so tritt die Spaltung ganz bedeutend langsamer ein, als wenn 
man denselben Prefsaft ungeschiittelt anwendet. 0,1890 g Glycyl- 
l-tyrosin in 13 ccm Wasser gelost, hiervon 7 cem mit 1 ecm 
HefepreBsaft (nach 48stiindigem Schiitteln und Filtrieren) ver- 
setzt. Anfangsdrehung -+- 0,50°, nach 15 Stunden +- 0,30”. 
Derselbe Saft spaltete ungeschiittelt dieselbe Menge Glycyl-l- 
tvrosin in etwa 4 Stunden vollstandig. 

Bei einem weiteren Versuche wurde 24 Stunden im Brul- 
raum geschiittelt. Der Hefeprefsaft war nunmehr ganzlich in- 
aktiv geworden. 

Wir verfiigen tiber eine gréfere Anzahl von derartigen 
Versuchen mit Tyrosinase, HefepreBsaft und Pankreassaft. Da- 
tesultat war immer dasselbe. Es ist sehr wahrscheinlich, da! 
die sich bildenden Fiillungen Ferment mit sich reiben. Da je- 
doch auch klar gebliebene Oxydaselésungen stark gehemm 
waren, ist offenbar eine direkte Ausfillung nicht notwendily. 
um die Wirkung von Fermentl6sungen aufzuheben oder dov' 
zu vermindern. Jedenfalls wird man gut tun, bei Fermentdar- 
stellungen z. B. aus Organen stirkeres Schiitteln zu vermeiden. 

Die erwiihnten Versuche sind zum Teil mit Hilfe der Jago w- 


Stiftung ausgefiihrt worden. 
Anmerkung: Nach AbschluB dieser Versuchsreihe hatien 
wir Gelegenheit, noch das von Emil Abderhalden und Mart!» 
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Kempe!) beschriebene Oxytryptophan zu untersuchen. Seine 
Lisung zeigt mit Tyrosinase eine sehr rasch auftretende, in- 
tensive Rotfarbung, die in ihrem ganzen Verhalten an Tyrosin 
erinnert. Die Rotfirbung geht allmihlich in Braunrotfirbung 
fiber. Das Oxytryptophan unterscheidet sich auch durch diese 
Reaktion sehr scharf von reinem d-Tryptophan. Der Verdacht 
liegt nahe, dafi Spuren von etwa beigemengtem Tyrosin die 
s) auBerordentlich feine Reaktion bedingt haben kdnnten. Die 
Bbeobachtung, daf} in viele Krystallfraktionen zerlegtes Oxytryp- 
‘ophan stets in derselben Intensitét die Reaktion mit Tyrosi- 
nase gab, spricht nicht fiir diese Auffassung. Auch unter dem 
Mikroskop beobachtet man keine Beimengungen, die Krystalle 
sehen ganz einheitlich aus. Der eine von uns hat in Gemein- 
-chaft mit D. E. Baumann das Oxytryptophan wieder bei der 
Darstellung von d-Tryptophan erhalten. Es sind Untersuchungen 
im Gange, um festzustellen, ob die beobachtete Verbindung 
als priméres Spaltprodukt des Caseins aufgefafit werden mub, 
oder ob es sekundir aus Tryptophan entsteht. 


1) 1. c. 











Bemerkung zu A. Kiesels Arbeit: Versuche mit dem Stanékschen 
Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Cholins. 


Von 
Vladimir Stanék. 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Dezember 1907.) 


In dieser Zeitschrift macht Herr A. Kiesel meiner Methode zur 
Bestimmung des Cholins einige Vorwiirfe. 

Die Vorwiirfe sind soweit unberechtigt, da ich selbst die Tatsache an- 
erkannte, daf\ Kaliumtrijodid aufer Cholin noch viele andere Substanzen 
fallt, und dafs der Niederschlag der Perjodide manchmal klebrige ode: 
blige Beschaffenheit zeigt, ferner das er schlecht filtriert und sehr lang- 
sam mit Kupferpulver reagiert. Diese Schwierigkeit beobachtete ic’ 
selbst bei der Betainbestimmung in den Produkten der Zuckerfabrikation 
und es gelang mir, diesem Mangel abzuhelfen. Ich sage in meiner Ab- 
handlung «Uber die Bestimmung des Betains in Zuckerfabriksprodukten» 
(Zeitschrift. fiir Zuckerindustrie in Béhmen, Bd. XXIX, S. 410), welche 
Herr Kiesel nur als Referat des chemischen Zentralblattes zitiert, wort- 
lich: «Bei der Fiillung von Melasse u. dgl. mit Jodjodkalium erhielt ich 
immer schmierige, zum Teil krystallinische, zum Teil 6lige Niederschiliige, 
welche sich nicht filtrieren liefen. Nach einigen vergeblichen Versuchen 
fand ich, daf$ durch Zugabe von fein verteiltem Jod') bei der Fallung®*) 
der Niederschlag sich pulverférmig abscheidet. Das Jod verwandelt die 
ausgeschiedenen 6lf6rmigen Perjodide in offenbar noch jodreichere feste 
Substanzen und die Filtration verlaéuft anstandslos.» Den so gewonnenen 
Niederschlag zersetzt Kupferstaub sehr glatt. 

In meiner Abhandlung: «Uber die quantitative Bestimmung des 
Cholins» (Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 83) habe ich diesen hier an- 
gefiihrten Kunstgriff, der mir schon zur Verfiigung stand, nicht ange- 
wendet, weil ich die ohnedies so schon grofhe Jodmenge nicht vermehren 
wollte. 

Auf Grund meiner Erfahrungen glaube ich, dafs sich meine Methode 
der Bestimmung und Isolierung des Cholins und anderen Substanzen auch 
in kleinen Mengen von Pflanzenmaterial als gut bewadhren wird. 


') «Das pulverférmige Jod wird am besten durch Fallung einer an- 
gesduerten Lisung von Jod in Jodkalium mittels Natriumnitrit bereite! 
*) Jod kann man nach der Fallung zusetzen. eh 








Eine neue Reaktion des EiweiBes. 
Von 


Dr. Bruno Bardach. 


Aus dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium von Dr. B. Bardach in Wien. 


Vorgelegt der kaiserlichen Akademie der Wissenschaften in Wien am 19, Dez. 1907.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, Dezember 1907.) 


LaBt man Jod auf Albuminlésungen in Gegenwart geringer Mengen 
Aceton einwirken, so tritt wohl auch das Jod in das Albumin substi- 
tuierend ein, aber man kann gleichzeitig beobachten, dafi die Bildung 
von Jodoform, welches doch bei der Einwirkung von Jodjodkalium 
auf alkalische acetonhaltige Fliissigkeiten entsteht, durch das Albumin 
verhindert wird und an Stelle der charakleristischen hexagonalen 
Jodoformplattchen und Sterne je nach dem Verhaltnis des Albumins zum 
Aceton nach kiirzerer oder lingerer Zeit ein Niederschlag von gelben 
Nidelchen auftritt. 

In weiterer Verfolgung dieser Erscheinung untersuchte ich das dies- 
beziigliche Verhalten anderer Eiweifkérper und wurden der Reihe nach 
Reprisentanten aus den verschiedenen Eiweifigruppen herangezogen. 
Hierbei wurde sowohl der wasserldsliche Eiweifanteil als auch der erst 
nach Zusatz von Alkali oder Ammoniak lésliche Anteil der Jodbehandlung 
unterworfen. Untersucht wurden: 

Von eigentlichen Eiweiffkérpern: 

Acidalbuminat pur. (aus Fleisch). 

Protalbumosen puriss. (in wiasseriger Lésung). 

Penton { puriss. sicc. (in wasseriger Lésung). | 
| depurat. sicc. alkohol. praecip. (wéasserige Lésung). 

Vitellin (aus Pflanzen, wasseriger Auszug). 

Casein nach Hammarsten (von Merck, von Gritbler, und 
selbst dargestelltes.) 

Von Proteiden. 

Nuclein aus Hefe (wisserige Lésung). 

Pankreatin. 

Hamoglobin in Plattchen (Handelsprodukt). 

Mucin (aus der Sehne des Rindes dargestellt nach Lébisch')) 


!) M. F. Lébisch, Diese Zeitschr., Bd. X. S. 40 (1885). 
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Von Albuminoiden. 


Leim (Gelatine). 
Bei allen diesen Substanzen konnte ich in alkalischer, bel manchen 


auch in wisseriger L6sung das Eintreten des Niederschlages konstatieren. 
Im Anschluf& an die reinen EiweifkOrper wurden ferner untersucl)| 


Sperma. 

Blut. 

Sputum, 

Fiweifhaltiger Harn. 

Wiihrend die ersteren drei die Krystalle gaben, unterblieb be; 
eiweifhaltigem Harn innerhalb ca. dreiviertelstindiger Einwirkungsdaucy 
die Reaktion meist vollstindig. Wurde hingegen das Harneiweifs dure), 
Erhitzen unter Essigsiiurezusatz gefallt, filtriert, gewaschen und dure}; 
Alkali wieder in Lésung gebracht, so trat die Reaktion mit der der Eiweil- 
menge entsprechenden Intensitat ein. 

Ebenso konnte durch Zusatz von Natronlauge vor dem Zufiigen der 
Reagenzien in eiweifhaltigem Harn eine sehr intensive Reaktion in kiir- 
zerer Zeit hervorgerufen werden. Der im Harneiweifs enthaltene reagie- 
rende Bestandteil mufK also ebenso wie bei den andern in Wasser unlis- 
lichen Eiweifkérpern zunadchst durch Alkali abgespalten werden, um 
reagteren zu kOnnen. 

Gelegentlich der Untersuchung eiweifhaltiger Harne hatte ich auch 
ente:weifte und normale Harne auf ihr Verhalten gegen diese Reaktion 
geprift und konnte auch bei letzteren feststellen, daft (allerdings ers! 
nach lingerer Zeit und in sehr wechselnder Menge) die Krystalle auf- 
traten. Der reagierende Koérper ist also auch im normalen Harne vor- 
handen, und bin ich gegenwartig mit der Darstellung der reagierenden 
Substanz behufs weiterer Untersuchung derselben beschaftigt. 


Ausfiihrung und Anwendung der Reaktion. 

Was die Reaktion selbst betrifft, so sind die giinstigsten Bedin- 
gungen zur Hervorrufung der Krystalle die folgenden: 

Auf 5 ecm der nicht zu konzentrierten Fliissigkeit setzt man 2—5 
Tropfen einer ca. '/e’/oigen Acetonlésung zu, hierauf soviel Lugolsche 
Lisung,') daf Jod in mafigem Uberschuf vorhanden, so daf eben eine 
rotbraune Fiirbung eintritt, die nicht mehr verschwindet, wozu je nacl) 
dem Gehalt an Eiweif, sehr verschiedene Mengen?*) (ein Tropfen bis 


ca. 2 cem) erforderlich. Dann wird Ammoniak im Uberschuf (meis! 
ca. 3 ccm) zugefiigt und durchgemischt. 
Ist Jod in mafigem Uberschufi vorhanden, so setzt sich nun ein 


leichter schwarzer Niederschlag von Jodstickstoffverbindungen ab, au 


') 4g Jod, 6 g Jodkalium, 100 ccm Wasser. 
7) Bei Gegenwart von Zucker ist wesentlich mehr Jod notig. 
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velchem sich nach einiger Zeit die Niadelchen ablagern. Ist nur die 
en erforderliche Menge Jod vorhanden, so hellt sich die auf Ammoniak- 
isatz eintretende Schwarzfarbung langsam auf, die Fliissigkeit wird all- 
ihlich gelb und bilden sich fast ausschlieflich die gelben Krystalle. 

In beiden Fallen tritt die Reaktion stets prompt ein. Anders verhilt 


es sich jedoch, wenn die zugesetzten Jodmengen allzu stark vom richtigen 
Verhiltnis abweichen. 

Bei allzu grofer Jodmenge tritt dann der schwarze Niederschlag 
yon Jodstickstoffverbindungen auferordentlich reichlich ein, die Reaktion 
wird stark verzégert, beeintriichtigt, oder kann sogar ganz verhindert 

erden. Ebenso kann die Reaktion infolge Jodmangels, welcher durch 
fortige Aufhellung respektive vollstandige Entfarbung be: dem Ammoniak- 
isatz kenntlich wird. versagen. 

Im letzteren Fall kann man allerdings. wenn nur eine geringe 
Menge Jod fehlt, eine Korrektur durch nachtraglichen tropfenweisen Zu- 
ty der Jodlésung vornehmen, wobei der eintretende schwarze Nieder- 
Geniigt dieser nachtragliche 


sal 


schlag sich nur allmiihlich verhieren darf. 
Zusatz jedoch nicht, hellt sich die Fliissigkeit also sofort wieder ganz 
Die Probe kann auch mit wesent- 


auf. so ist eine neue Probe anzusetzen. 
Der Eintritt der Reaktion er- 


ch weniger als 5 ccm angestellt werden. 
folut je nach dem Gehalt der Lésung und dem Verhiiltnis der Reagenzien 
zu verschiedenen Zeiten. Die Beobachtung erfolgt mikroskopisch nach 
ca. dreiviertel- bis einstiindiger Einwirkung. 
Bei positivem Ausfall erscheinen zahlreiche feine gelbe Nidelchen ‘) 
ler auch zu Biischeln gelagerte verschieden lange Fiiden im Gesichtsfeld. 
inthalten die zu untersuchenden Fliissigkeiten auch Phosphate, so kann 
in behufs leichterer Untersuchung letztere mit Salzsiure zur Losung 
ringen und eine eventuell hierbei vom tiberschiissigen Jod entstehende 
Hraunfirbung mit Natriumhyposulfit entfernen. 
Die Empfindlichkeit der Reaktion zeigt bei den verschiedenen E1- 
hkOrpern, offenbar je nach dem Gehalt an fraglicher Gruppe, ver- 


hiedene Grenzen. 


') Die charakteristischen gelben nach Jodoform riechenden Kry- 
ile riihren von einer bisher nicht beschriebenen Jodverbindung her. 
Dieselben werden durch verdiinnte Salzsiiure. Schwefelsiure, Alkali und 
\inmoniak in der Kiilte nicht angegriffen, in kaltem Wasser sind sie etwas 
sich und werden durch Kochen unter Entweichen von Jodoform zersetzt. 
‘ire Reinigung durch Umkristallisieren aus Alkohol, Ather, Chloroform, 
‘oluol, ete. gelingt nicht, da sich die Krystalle hierbei fast vollstandig 
1 Jodoform umsetzen. Ich habe deshalb Versuche in Angriff genommen, 
zu moglichst reinem Ausgangsmaterial zu gelangen und aus diesem 
lodverbindung direkt im reinen Zustand herzustellen 
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So reagierte: 


Acidalbuminat (aus Fleisch) noch in ca. OL °oiger schwach alkal. Losuny 








Protalbumosen (puriss.) > 0.007 °/oiger » 

Pepton (puriss. sicc.) > » 003% oiger > » 
Vitellin (aus Pflanzen) > 0.01 %/oiger > 
Casein (nach Hammarsten) >» » 0,005" viger > > 
Leim (Gelatine) 0,003°ciger  wiisseriger 


In eiweifreichén') LoOsungen tritt der graugriin gefirbte Nieder- 
schlag schon nach einigen Minuten und sehr reichlich ein, so daB er 





mit freiem Auge leicht zu erkennen ist. Bei Gegenwart von viel Alkaj; 
tritt die Reaktion viel rascher ein und werden die Niidelchen ganz kurz 








und etwas breiter. Da die Reaktion allen Eiweifkérpern zuzukommen 
scheint, kann sie auch zum Nachweis von Kiweif herangezogen werden 
Der reagierende Anteil des Eiweifes widersteht sehr lange der Féaulnis. 





was namentlich bei forensischen Untersuchungen in Betracht kommen 
kann, doch ist nicht aufer acht zu lassen, daf§$ auch Harn und eventue! 
noch andere Substanzen reagieren. Vorerst, solange die im Gange betin« 





lichen Untersuchungen nicht abgeschlossen, ist die Probe daher derar! 
zu verwenden, dafs ein negativer Befund bei liangstens dreiviertel- bis 
einstiindiger EKinwirkung die Abwesenheit von Eiweifs beweist. Die Re- 
aktion hat aber nicht blo& den Zweck, die Zahl der ganz allgemein 


zum Nachweis von Eiweifs dienenden Proben zu vergréBern, sonder 


soll — vermége ihrer Reaktionsfiihigkeit auch mit auferhalb der Eiwei/- 
gruppe stehenden Substanzen bekannter oder leicht eruierbarer Konsti- 
tution — zunichst einen AufschlufK ttber den reagierenden 


Komplex im Eiweifi ermoéglichen. 


‘) Die Lésungen sollen nicht tiber 5°o EiweiB enthalten. 





Pepsin und Chymosin. 
Erwiderung an Herrn J. W. A. Gewin. 
Von 


Ivar Bang, Lund. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1907.) 


Bei der Nachprifung meiner Angaben iiber Parachymosin') hat 
(;ewin?*) die Richtigkeit der von mir gefundenen Eigenschaften desselben 
konstatiert, némlich: 1. Die Abweichung der Labwirkung bei Verdiinnung, 
2. das Verhaltnis zum CaCl,, 3. die gréftere Resistenz gegeniiber Er- 
iizung und 4. die geringere Resistenz gegen Einwirkung von Alkali — 
vies in Vergleich zu dem gew6hnlichen Lab. Zwar hat er besonders fir 
as Chymosin etwas geringere Differenzen als ich gefunden, was aber 
aus einer etwas abweichenden Methodik, Beobachtungszeit und Darstel- 

ingsverfahren sich vielleicht zum Teil erkléren laft. 

Dagegen hat Gewin eine von mir ganz verschiedene Erklarung 
lieser Erscheinungen gegeben, indem er glaubt gefunden zu haben, daf 
Fxtrakte aus Kalbsmagen verschiedene Substanzen enthalten, welche teils 
segen die Alkaliwirkung schiitzen, teils aber beim Erhitzen das Enzym 
erstéren. Nach Reinigung der Extrakte liefen sich die Differenzen der 
Enzyme nicht mehr nachweisen, indem z. B, sowohl Parachymosin als 
ituch Chymosin dieselbe Empfindlichkeit gegen Alkali zeigten. 

Wenn aber dies richtig ware, daf$ das gereinigte Chymosin «im 
erhalten gegen Erhitzen und noch mehr gegen Alkali®*) dem Para- 
hymosin sehr Aahnlich geworden> 8) ist, ist es nicht so leicht zu 
-erstehen, wie Gewin S. 47 erkliren kann, dah «Der erste von Bang 
ervorgehobene Unterschied (gegeniiber Verdiinnung) scheint mir also 
caf eine verschiedene Empfindlichkeit von Kalbs- und Schweineenzym 
jegen alkalische®) resp. neutrale Reaktion zuriickzufiihren zu sein>, wenn 


') Pfliigers Archiv, Bd. LXXIX, S. 425. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LIV. S. 32. 
3) Yon mir kursiviert. 
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wohl zu bemerken die Enzyme bei den Verdiinnungsversuchen, wie b; 
Alkaliversuchen in genau derselben Weise gereinigt wurden. Ay 
Gewins Mitteilung kann man zwar nicht ersehen, ob er dieselbe) 


Priparate zu Verdiinnungs- und Alkaliversuchen benutzt hat — ist dies 
nicht der Fall, méchte ich es als einen Versuchsfehler bezeichnen —, dy 
ich aber voraussetze, dafi er jedenfalls Verdiinnungsversuche mit me 

reren Praparaten angestellt hat, wiire es doch sonderbar — und gerad 
nicht fir seine Auffassung giinstig — wenn kein einziges Praparat be 


den Verdiinnungsversuchen soweit gereiniget worden war, dafi der Unter- 
schied einigermafen aufgehoben wurde, wenn dies bei den Alkalivé 


suchen ohne Schwierigkeit sich demonstrieren hef. 








leh weil’ infolgedessen nicht, wie ich Herrn Gewin verstehen so 





wenn er S, 47 dem Parachymosin eine gréfere Empfindlichkeit gegen 
Alkali zuschreibt und 8. 55 erklart, dai} beide Enzyme dieselbe Emptind- 
hehkeit gegeniiber Alkah besitzen. 

Ss. 57 erklart weiter Herr Gewin. daf§ das Alkali auch in neu- 
traler Losung fiir das Enzym von Bedeutung sein kann, d. h. bei de 
Verdiinnung, wo «die gréfere Empfindlichkeit» des Parachymosins sic! 
veltend macht. Er wird keine Vermutung iiber die Art und Weise, wo- 
durch dies eigentlich geschehen kann, fiuffern. «Daf aber, sobald Na- 
und OH-lonen zu gleicher Zeit in der L6sung vorhanden sind -- und 
das ist auch nach Neutralisation mit Natronlauge der Fall —, das Enz: 
Gefahr liuft, ist sicher», meint Herr Gewin. 

Beweise hierfiir hat aber Herr Gewin nicht geliefert, und es 
wohl nicht so ganz aufher jedem Zweifel, dafS bei der Verdiinnung das 
Parachymosin die Gefahr liuft. welche Herr Gewin_ befiirehtet. 

Ich habe niimlich konstatiert, dafs verdiinnte Parachymosin- 
l6sungen, welche nicht mehr Mileh koagulieren, trotzdem nicht zerstor! 
sind, indem man = sogar eine kriiftige Labwirkung hervorrufen Kant 
und zwar durch Zusatz von CaCl,. Ich erlaube mir eine Beobachtung 
aus meiner Parachymosinarbeit !) anzufiihren. S. 437 wird angefiihrt, dab 
ein neutralisiertes Extrakt aus Schweinemagen nach +Omaliger Verdiin- 
nung Milch in mehreren Stunden nicht koagulherte. Die Lésung wurc 
mit CaCl, bis 0.2° (fiir Milchfermentlésung 0,02" 0) versetzt und koagu- 
lierte jetzt Mileh in 2 Minuten. — Auch siimtliche iibrigen Versuche 1 
CaCl, kénnen hierzu als Belege gelten. 

Der Versuch beweist also, daf§ das Parachymosin durch die Ver- 
diinnung nicht zerstért wird. Diese Tatsache deutet aber Herr Gew 
S. 49 gerade umgekehrt, indem er den Unterschied zwischen Chymos:n 
und Parachymosin gegeniiber CaCl, «der gréferen Empfindlichkeit ces 
Parachymosins gegen neutrale Reaktion» (d. i. Alkali) zuschreibt. Da 
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Parachymosin wird bei Verdiinnung zerstért, ergo muf es nachher durch 
CaCl, eine kraftigere Wirkung als Chymosin aufweisen kénnen! 
Ubrigens soll nach Gewin dieser Unterschied ziemlich unwesent- 
ch sein, da auch Chymosin von 0,02°/o CaCl, beeinfluft wird. Wenn 
hei dieser Konzentration keine Wirkung gefunden habe, befinde ich 
ch in Ubereinstimmung mit Lércher !) 
Wenn das Parachymosin gréf—ere Resistenz als Chymosin beim 
frhitzen und geringere bei Alkalieinwirkung zeigt. sollen diese Eigen- 
‘haften sich auf Beimengungen beziehen. Diese Beimengungen miissen 
ementsprechend von verschiedener Art sein. Von Gewins Standpunkte 
wus ist es aber recht schwer, dies Verhiiltnis zu verstehen. Wenn nach 
(;ewin Ionen auch nach Neutralisation schaden sollen, warum wird dann 
nicht das Parachymosin beim Erhitzen, wo die Dessoziation doch viel 
rofer wird, mehr geschiidigt als Chymosin, welch’ letzteres doch schiitzende 
Substanzen enthilt, deren das Parachymosin entbehrt. Also da Para- 
hivmosin, welches alkaliempfindlich ist. wird nicht zerstért, wiihrend 
Chymosin dank seinen Schutzsubstanzen trotzdem unterliegt! — Ein 
solcher Vorgang mufs doch ziemlich kompliziert sein. 

Das Angefihrte scheint mir geniigen zu zeigen, daf\ Parachymosin 

och ein von dem Chymosin verschiedenes Enzyim ist. 

Weiter ist Gewin zu der Folgerung gekommen, dafy Pepsin und 

ein einziges Ferment darstellen, und dafs «die Labung der Milch als 
dev Ausdruck der anfangenden Pepsinwirkung zu betrachten» ist. 

Ich kann auch dieser Folgerung nicht beiptlichten. Abgesehen von 
inen diesbeziiglichen Versuchen, deren Richtigkeit ich aufrecht erhalte, 
es eine allbekannte Tatsache, dafK\ das Pepsin bet 55° in neutraler 

und 65° zu saurer Lésung vollsténdig zerstért wird. (Siehe z. Bb, Ham- 
arstens Lehrbuch, 6. Auth, S. 356.) Gewins Versuche mit Prefisaft 
s. 37) scheinen mir auch nicht fiir seine Auffassung zu sprechen. Wenn 
er eine starke Labwirkung und keine Pepsinwirkung eintrat, kann 
in wohl nicht ohne weit eingehendere Versuche diesen Unterschied 
den «Versuchsbedingungen» erkliren. 

Vollig unverstiindlich ist es weiter, wenn die Labung eine an- 
nvende Pepsinwirkung sein soll, da’ Gewins HUandelspraparate von 
Lib keine Pepsinwirkung besafen. Wire Pepsin- und Labwirkung eine 
| dieselbe Sache. miifte doch — dank den Hemmungssubstanzen 

ch die Labwirkung aufgehoben werden. 
Ubrigens ist es, seibst wenn man die Koagulation als eine begin- 
nende Proteolvse auffassen will, hiermit nicht ausgemacht, dafs in der Tat 
ese Proteolyse, welche bei neutraler und schwach alkalischer Reaktion vor 


', Pfliigers Archiv, Bd. LXIX, 8S. 159. 
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sich geht, eine Pepsinwirkung sei. Vielmehr hat man das Vorkommen 


von Erepsin*) eher zu beriicksichtigen, da tatsachlich das Erepsin iy 
dem Magen vorkommt und zudem auch bei neutraler resp. alkalische 
Reaktion wirkt. 


') Bergmann, Skand. Archiv f. Physiol., Bd, XVIII. 











Weiterer Beitrag zur Kenntnis des Verlaufs der fermentativen 
Polypeptidspaltung unter verschiedenen Bedingungen. 
Von 
Emil Abderhalden und A. H. Koelker. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus dem I, chemischen Institut der Universitat Berlin. 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1907.) 


Wir haben in einer friiheren Mitteilung!) Versueche ver- 
Offentlicht, bei denen die Hydrolyse von d-Alanyl-d-alanin durch 
HofepreBsaft bei gleichbleibender Dipeptidmenge und wechselnder 
Fermentkonzentration verfolgt worden war. Es war nun von 
Interesse, mit dem gleichen Dipeptid diese Versuche in der 
Weise zu wiederholen, dab nunmehr die Fermentkonzentration 
koustant blieb und die Menge des Dipeptides veriindert wurde. 
Nas zu diesem Versuche dienende d-Alanyl-d-Alanin haben 
wir nieht in der friiher mitgeteilten Weise dargestellt. Wir 
gingen diesmal vom d-Alaninester aus. Diesen gewannen wir 
entweder durch Veresterung von schon isoliertem reinem d-Alanin 
aus Seide, oder aber wir verwendeten die Esterfraktion, die beim 
Hestillieren der in Freiheit gesetzten Aminosiiureester aus Seiden- 
fibroin nach vorheriger soregfiiltiger Entfernung des Glykokolls als 
Esterchlorhydrat bei 10—15 mm Druck und einer Temperatur 
his 85° des Wasserbades tibergeht. Wir haben sowohl den Athyl- 
als auch den Methylester dargestellt. Vorliéufig erhielten wir 
iil letzterem keine guten Ausbeuten. Die Ester wurden dann 
ui Brutraum stehen gelassen oder auf dem Wasserbade auf 
civa 60° erhitzt. Allmihlich trat Abscheidung von d-Alanin- 


'; Die Verwendung optisch-aktiver Polypeptide zur Priifung der 
\irksamkeit proteolytischer Fermente, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 294, 


ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 25 
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Anhydrid auf. Durch Aufspaltung dieses Anhydrids durch miv- 
lichst kurzdauerndes Kochen mit Bromwasserstolfsiiure gewanner 
wir dann d-Alanyl-d-Alanin, das ein recht gutes Drehungsver- 
mogen aufwies. Wir werden auf diese Methode demniichs: 
ausfiihrlich zuriickkommen, sobald ihre Durehfitihrung so aus- 
gearbeitet ist, dafh sie zu besseren Ausbeuten ftihrt. Vorliiuliy 
lassen diese noch zu witinschen tibrig. Die Resultate der ge- 
nannten Versuche sind in der unten stehenden Tabelle mitgetei|| 

Wir haben ferner ein zweites Problem in Angriff genomme, 
niimlich die Frage, an welcher Stelle ein komplizierter  ge- 
bautes Polypeptid vom Ferment zuerst angegriffen wird. Wu 
haben dieses Problem zuniichst am einfachsten Falle, niimlic) 
an Tripeptiden, zu losen versucht. Durch geeignete Kombinatioy 
von Aminosiiuren ist es moglich, optisch-aktive Polypeptide 
aufzubauen, die ein anderes Drehungsvermégen aufweisen, il 
die zuniichst bei der Spaltung entstehenden Bruchstticke, und 
auch diese miissen untereinander ein so verschiedenes optisches 
Verhalten zeigen, dai es moglich ist, genau zu entscheiden, 
welche Aminosiure falls wir die Spaltung eines Tripeptide- 
verfolgen — zuerst abgespalten wird. Die ganze Fragestelluny 
lift sich am besten an Hand der bis jetzt ausgefiihrten bei- 
spiele erliiutern. Wir studierten die Spaltung von |-Leucyl-giyey'- 
d-alanin') und yon Glyeyl-d-alanyl-glycin. Das spezifische Dre- 
hungsvermogen des Tripeptides ist -- 20° Dureh Hydrolys: 
kOnnen zuniichst theoretisch zwei Dipeptide entstehen. Wir’ 
zuerst d-Alanin abgespalten, so bleibt |-Leuecyl-glyein tibrig 
Dieses dreht ++ 85° Dieser Verlauf der Spaltung miibte sic 
durch ein betriichtliches Anwachsen der Drehung im gleich: 
Sinne bemerkbar machen. Wiirde dagegen zuniichst I-Leucin 
frei, dann kiime es zur Bildung von Glyeyl-d-alanin. Dies» 
Dipeptid dreht nun das polarisierte Licht 50° im entgeg« 
gesetzten Sinne. Seine Entstehung miibte somit) durch = ¢:- 
Sinken der Drehung und durch den schlieBlichen Ubergan: 
die entgegengesetzte Drehungsrichtung zum Ausdruck kom» 

| 


‘ 


' Vel. die Darstellung bei Joseph Steingroever, Synthese eu 
Polypeptide mit Beziehung zu'dem Isobutyldiketopiperazin, Inaug.-Dis> 


Berlin 1907. 
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is sind dies die idealen Fille. Natiirlich ist es auch denkbar, 
dali die Spaltung an beiden Enden des Tripeptids zugleich 
einsetzt. Auch einen solehen Verlauf der Spaltung miibte man 
aus dem Verhalten der Drehung herauslesen kénnen. Natiirlich 
kann das gebildete Dipeptid auch fiir sich wieder in neue 
Komponenten zerlegt werden. Am klarsten ergeben sich die 
veschilderten Verhiiltnisse aus folgendem Schema: 








+ 20° 
l-Leucyl-glyeyl-d-alanin. 
ad aA eters ran 
! 50 eas HOY 


Ganz iihnlich liegen die Verhiiltnisse beim Glyeyl-d-Alanyl- 
elyein, wie das folgende Schema zeigt: 


- 64° 





Glycyl-d-alanyl-glycin. 


— AQe t+. 5()° 





Ein weiteres Problem, das uns beschiiftigt hat, galt dem 
Hinflu8 von Alkalien und Séuren auf den Gang der Hydrolyse 
und auf die Fermente selbst. Es l&Bt sich auch bei diesen 
( ntersuchungen sehr scharf zeigen, wie viel exakter sich derartige 
Versuche dureh die Verwendung von Verbindungen ganz be- 
kannter Zusammensetzung und Struktur durchfiihren lassen. 
Kinzig die Fermentlésung bleibt als unbekannte Grofe bestehen, 
und sogar sie ist noch imstande, manchen Befund vieldeutig 
zu machen, wie die unten mitgeteilten Versuche zum Teil 
deutlich zeigen. 

Schlieblich haben wir in mehreren Versuchsreihen den Ein- 
‘Nil der Glykochol- und Taurocholsidure!) auf die Spaltung von 
Hipeptiden durch peptolytische Fermente festzustellen versucht. 
\Wir sind vorlaufig zu keinem eindeutigen Resultate gelangt und 
mussen aus mancherlei Griinden mit bestimmten Schlubfolge- 
rungen abwarten, bis weitere Versuche vorliegen. Vor allem ist 
och in ganz einwandfreier Weise zu entscheiden, ob Glykochol- 


) Vel. bierzu: Otto v. Fiirth und Julius Schiitze, Uber den 
nilufS der Galle auf die fett- und eiweifspaltenden Fermente des 
nkreas. Hofmeisters Beitrage, Bd. IX, S. 28, 1907. 


25)* 
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und Taurocholsiture durch Pankreas- und Darmsaft und auch, 
durch Hefeprebsaft gespalten werden. Bis jetzt haben wir eine 
Spaltung nicht beobachtet. Da wir jedoch die genannten Gallen- 
siuren als Alkalisalze in LOsung brachten, so ist es nicht ganz 
ausgeschlossen, dafi in Analogie mit den Spaltungsversuchen 
mit Glycyl-l-tyrosin und d-Alanyl-d-alanin bei Zusatz von Alkali 
auch hier eine Hemmung der Fermentwirkung vorlag. 
Endlich haben wir einige Versuche, die der eine von uns 
gemeinsam mit Alfred Gigon!) ausgefiihrt hat, wiederholt. 
Es hiandelt sich um die Hemmung der Hydrolyse von Dipeptiden 
und speziell von Glycyl-l-tyrosin durch Hefeprefsaft nach Zusaty 
von optisch-aktiven, in der Natur vorkommenden Aminosiiuren. 
Wir werden diese Versuche auf weitere optisch-aktive Dipep- 
tide ausdehnen, um = festzustellen, ob bei allen Dipeptiden 
dieselben Verhiltnisse sich zeigen, oder ob Unterschiede sich 
finden. Vor allen Dingen beabsichtigen wir den Einfluli des 
Zusatzes der entsprechenden racemischen Dipeptide und des 
Antipoden des angewandten Dipeptides genauer zu verfolgen. 
Ferner sind Versuche mit verschiedenen Salzen und vor allem 
auch mit Natriumearbonat im Gange. Uber alle diese zuletzt 
erwiihnten Versuche werden wir demniichst berichten und 
ebenso iiber neuere Versuche, welche den Aufbau von Poly- 
peptiden aus Aminosiiuren durch Fermentwirkung zum = Ziele 
haben. Es ist klar, dal die Versuche iiber den Abbau kom- 
plizierterer Polypeptide gleichfalls noch auf ein groBeres und 
mannigfaltigeres Material tibertragen werden miissen. Bei dieser 
Gelegenheit wollen wir nicht unerwiihnt lassen, welch grolie 
Bedeutung fiir alle diese Versuche die moéglichste Reinheit der 
angewandten optisch-aktiven Polypeptide hat. Selbst kleine Ver- 
unreinigungen und vor allem die Beimengung von Racemkorpern 
bewirken bei manchen Versuchen starke Abweichungen und 
kOnnen leicht zu ganz falschen Schliissen fiithren. Aus diesem 
Grunde sind derartige Versuche sehr zeitraubend und vor alien 
Dingen auch sehr kostspielig. Ist ein oplisch-aktives Polypeptidm! 
') Kimil Abderhalden und Alfred Gigon, Weiterer Beitrag | 

Kenntnis des Verlaufs der fermentativen Polypeptidspaltung, Diese Ze 


schrift, Bd. LI, S. 251, 1907. 
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vieler Miihe aufgebaut, so kann der Nachweis, dab es nicht 
einheitlich ist, d. h. mehrere Prozent Racemkorper enthialt, seine 
Verwendung ganz unmdglich machen. Das dargestellte Material 
ist dann fiir manche Versuche vollig wertlos. Absolut optisch 
einheitliche Substanzen diirften auch wir zu den untenstehenden 
Versuchen kaum beniitzt haben. Es ist in keinem Falle aus- 
veschlossen, dafi durch die angewandten Methoden in geringem 
Umfange Racemisierung eintritt. Es unterliegt keinem Zweitel, 
dali die erhaltenen KResultate noch schirfer sein wiirden, wenn 
die verwendeten Polypeptide vollig einheitlich gewesen wiiren. 
Na wir stets die zu vergleichenden Versuche mit ein und derselben 
Losung eines bestimmten Polypeptides durchgetitihrt haben, so 
cleicht sich bis zu einem gewissen Grade die durch das nicht 
absolut optisch einheitliche Polypeptid eingefiihrte Fehlerquelle 
wieder aus. Ist ein grOferer Teil des Polypeptides racemisch, so 
ergeben sich Resultate, die véllig von den mit optisch modglichst 
cinheitlichen Polypeptiden gewonnenen Befunden abweichen. 
Derartige Erfahrungen machten wir bei der Verfolgung des Ein- 
fluisses von Aminosiurezusatz auf die Raschheit der Hydrolyse von 
d-Alanyl-d-alanin durch Hefeprebsaft und Pankreasaft. Das ver- 
wendete Dipeptid drehte statt —- 21,6° nur etwa 16°. Die erhal- 
tenen Resultate stehen im Widerspruch mitallen unseren sonstigen 
rfahrungen und rihren offenbar daher, dab wir in der Lésung 
nicht, wie sonst, im Verlauf des Versuches im wesentlichen 
nur drei Verbindungen, niimlich das angewandte d-Alanyl-d- 
wlanin, das durch Spaltung frei gewordene d-Alanin und die 
zugesetzte Aminosiure hatten, sondern auferdem den Racem- 
kOrper dl-Alanyl-dl-alanin. Wie wir aus anderweitigen Ver- 
suchen wissen, beeinflubt die Anwesenheit von Racemkorpern 
den Verlauf der fermentativen Spaltung ganz erheblich. 


I. Spaltung von d-Alanyl-d-alanin durch Hefeprefsaft bei konstant 
bleibender Fermentmenge und wechselnder Konzentration des 
Dipeptids. 


Zu diesen Versuchen diente eine Lésung der molekularen 
Menge von d-Alanyl-d-Alanin. Von dieser Stammlésung verwen- 
deten wir eine bestimmte Anzahl Kubikzentimeter. Das ver- 
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wendete d-Alanyl-d-alanin drehte — 19,6° statt 21,6°, es war 
somit nicht vOllig optisch einheitlich. Ftir diese Versuche war 
seine Reinheit geniigend. Versuche 6, 8 und 10 wurden am 3. XII. 
ausgefiihrt, in demselben Sinne gehéren die am 11. XII. durch- 
gefiihrten Versuche 1, 2 und 3 zusammen. Versuch 4 ist am 
2. XII. ausgefiihrt worden. Die wesentlichsten Fehlerquellen 
dieser Versuche sind durch das Abmessen sowohl der Dipeptid- 
menge als auch der Fermentlésung gegeben. Wir haben na- 
tiirlich bei diesen Operationen die gréBte Sorgfalt angewandt. 
Ganz allgemein mu’ bemerkt werden, dali die erste Ablesung 
nicht sehr zuverliissig ist. Offenbar ist einesteils die Durch- 
wiirmung der ganzen Fliissigkeit und damit auch die Mischung 
im Beginne des Versuches keine ganz gleichmabige. Die er- 
haltenen Resultate ergeben sich ohne weiteres aus den beifolgen- 
den Tabellen und der Zeichnung. 


Versuch 1. Versuch 2. Versuch 35. 
('/eo00-mol.) (‘/1000-mol.) ('/soo-mol.) 
0.5 cem d-Alanyl- 1,0 cem Dipeptid- 1.5 ccm Dipeptid- 

d-alaninlésung losung losung 

1,0 ccm Hefeprefsaft 1,0 » Hefeprefsaft 1,0 » Hefeprefsaf 
5,0 » Wasser 4,5 » Wasser 4,0 » Wasser 

a, Abgelesene Winkel 

6 0.24° — O44 — 0,68" 
12 — 0,16° — 0,42° — 0,65" 
Is 0,16° — 0,38° -— 0,62” 
26} 0,07° — 027° — 0,51° 
35 — 0,00° — 0,240 — 0,49° 
43 000° — 0,20° — 0,45° 
d0 a — 016° — 0,40° 
60 _ — 011° — 0,30° 
71 — — 0,08° — (),24°" 
R6 — (),03° — 0,17° 
QR + 0,012 —- 0,12° 
110 -+- 0,02 ° — 0,08° 
120 a — 0,079 


Li) a _ — 0,01° 





iinuten 
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Versuch 4, 


(‘/ee6-mol.) 


2,0 cem d-Alanyl-d-alaninlésunyg 


1.0 Hefeprefisaft 
3.5 Wasser 
Zeit in Minuten 


/ 

3d 

48 

71 

100 

134 

164 

208 
Versuch 6. Versuch &, 

(‘/z50 mol. 

4,0 com d-Alanyl- 
d-alaninlésun 


‘/’ss3 mol.) 
com d-Alanyl- 
d-alaninldésung 


ccm Hefeprefisaft 1,0 cem Hefeprefhsaft 


Wasser 10 » Wasser 
Winkel Winkel 
—- 1,56" — 1,83° 
— 1,51° — 1,75° 
— 1,23° — 1,68° 
— 1,17° — 1,58° 
— 105° — 1,44° 
on 0,95 ° — 131° 
— 0,83° — 115° 
— 0,67 ° — 0,97 ° 
— 0,57° — 087° 
— ().42° — ()69° 
— 032° —- QAT* 
— 0,18° — 038° 
— (),.08° — (),23° 
—- (.01° — 011° 
—L 0,03 ° —-~ 001° 
+ 0,05° + ().07° 
+ 0,05° + 013° 
+- 0,05 ° + 012° 
+ 0,119 +. 0,18? 


0,93° 
0.69 ° 
0.60 ° 


- 042° 


or 
r 


(),23° 
0.09 ° 
0.01 ° 
0.01% 


Abgelesener Winkel 
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Versuch 10. 


("‘/go0 mol.) 


5,0 ccm d-Alanyl- 
d-alaninlosung 
1.0 com Hefeprefsaft 


Winke!l 


0.69” 
O54" 
0,35 ° 
0.20° 


- O22 


O.15° 
0.29 ° 
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Die graphische Darstellung gibt eine leichtere Ubersicht 


des Verlauts. 
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Es gehen aus dieser Ubersicht die Beziehungen zwischen 
Dipeptidmenge und Fermentmenge klar und eindeutig heryor 
Je mehr Ferment im Verhiiltnis zum vorhandenen Dipeptid 
vorhanden ist, um so rascher erfolgt die Spaltung. Erwiihnen 
wollen wir noch, dab im Beginn der Hydrolyse eine Beschleu- 
nigung einzutreten scheint. Es geht dies namentlich deutlich: 
aus den beigegebenen Kurven hervor. Wir werden diesen 


Befund weiter verfolgen. 


II. Hydrolyse von optisch-aktiven Tripeptiden durch Pankreassaft und 
Darmsaft. 


Wie schon in der Einleitung bemerkt worden ist, haben 
wir zu diesen Versuchen 1-Leucyl-glyeyl-d-alanin und 
Glycyl-d-alanyl-glycin verwendet. Zunichst priiften wir 


) 


das Verhalten der etwa entstehenden Dipeptide gegen die yon 
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uns verwendete FermentlOsung, also von |-Leucyl-glycin und 
Glycyl-d-alanin. Das Verhalten von d-Alanyl-glycin haben wir 
nicht besonders festgestellt, weil dieses Dipeptid, wie aus friiheren 
Versuchen hervorgeht, durch Pankreassaft allein schon leicht 
espalten wird. Die beiden anderen Dipeptide widerstanden 
hingegen der Einwirkung des Pankreassaftes.!) Aus den unten 
mitgeteillen Versuchen geht hervor, dali l-Leucyl-glycin von 
inserer FermentlOsung relativ rasch gespalten wurde, wihrend 
Givevl-d-alanin entweder gar nicht oder doch nur sehr langsam 
angegriffen worden ist. Der Umstand, dai |-Leucyl-glycin von 
Pankreassaft und Darmsaft gespalten wird, ist nicht auffallend. 
I's ist friiher schon beobachtet worden, ?) da der Darmsaft ganz 
anders wirkt als der Pankreassaft und die dem Pankreassaft zu- 
cesetzle Menge Darmsaft ausschlaggebend sein kann fiir die Wirk- 
sumkeit des Gemisches beider Siifte. Auffallender ist die Be- 
ohauchtung, dali dasselbe Fermentgemisch Glveyl-d-alanin nicht 
oder doch sehr langsam angreift. Weitere Versuche miissen 
entscheiden, welche Ursache diese Erscheinung hat. Es ist 
moglich, daf der Darmsaft, der dl-Leucyl-glycin asymmetrisch 
spaltet. Glycyl-d-alanin nicht angreift. Fir die Beurteilung 
unserer Versuche gentigt die Feststellung, dal die verwendete 
Fermentl6sung |-Leucyl-glycin in einem bestimmten Zeitraume 
spaltet und Glyeyl-d-alanin nicht. 

Wir haben gleichzeitig unsere FermentlOsung auf dl-Leucyl- 
lycin einwirken lassen und festgestellt, daB auch dieses Dipeptid 
gespalten wird. Ferner untersuchten wir den Einfluf des Zu- 
sutzes von dl-Leucyl-glycin auf die Spaltung von |-Leucyl-glyein 
durch Pankreassaft und Darmsaft. Wie der Versuch zeigt, 
hemmte dieser Zusatz ganz entschieden. 

Im folgenden seien die Versuche mitgeteilt: 


'y Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber das Verhalten 
viger Polypeptide gegen Pankreassaft, Diese Zeitschrift, Bd. LI, 5. 264, 
My, 

*} Emil Abderhalden und Yutaka Teruuchi, Studien iiber 
proteolytische Wirkung der Prefiséfte einiger tierischen Organe sowie 
Darmsaftes, Diese Zeitschrift. Bd. XLIX, S. 1, 1906. 
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1. Spaltung von Leucyl-glycin durch Pankreassaft —- 
Darmsaft. 
a) l-Leucyl-glycin. 
0,0944 g l-Leucyl-glycin (‘/2000 mol.) 
0.9 com Pankreassaft 


0,1 Darmsaft 
D0 » Wasser. 
Zeit Abgelesener Winkel 
10 Minuten  1,01° |Angesetzt am 9. XIL. 07] 
QE > + 0,940 
115 > +. 088° 
370 -+- 0,79° 
1240 : -+. 0,48 ° 
168 Stunden — 0,06 ° 
360 , ~ 002° 


b) l-Leucyl-glycin bei Zusatz von dl-Leucyl-glycin. 

0,0944 g l-Leucyl-glycin (‘'/2000 mol.) 

0,0944 » dl-Leucyl-glycin (‘/2000 mol.) 

0.9 cem Pankreassaft 

0.1 » Darmsaft 

5,5 » Wasser. 

Die Lésung wurde filtriert. 
Der Versuch begann am 6, XII. 07. 


Zeit in Minuten Abgelesener Winkel 

10 + 0,98 ° 

DD + 0,95° 

105 + 0,92” 

180 +- 0,89° 

280 + 0,85° 
Uber Nacht im Brutraum aufbewahrt. 

20. Stunden +- 0,75° 

Uber Nacht im Brutraum. Die triibe gewordene Liésung wurde filtrie? 
72 Stunden + 0,53 ° 
Im Brutraum iiber Nacht. 

90 Stunden +. 044° 

216 > +. 0,36° 

288 » +- 0,13° 


c) dl-Leucyl-glycin. 
0.1890 g dl-Leucyl-glycin (‘1000 mol.) 
0.9 ccm Pankreassaft 
0,1 » Darmsaft 


5.) Wasser. 
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Angesetzt am 6. XII. 07. Die Lésung wurde filtriert. 


Zeit Abgelesener Winkel 
10 Minuten — 0,08 
1 Stunde — 0,08° 
2 Stunden — (),09° 
a > — 0,12° 
20 — (),22° 
26 — (),27° 
72 — 0,42° 
90) — 0,56° 
210 — 0,94° 
282 2 — 1,00° 


Offenbar ist das gesamte |-Leucyl-glycin gespalten worden 
und fast reines d-Leucyl-glycin tibrig geblieben. Der Versuch 
-timmt in seinem Verlauf sehr gut mit dem entsprechenden 
Versuche mit l-Leucyl-glycin tiberein. Bei diesem letzteren war 
die Drehung von -!- 1,01° auf 0° gefallen und beim Versuche 
mit dl-Leucyl-glycin ergab sich als Enddrehung — 1,00°, d. h. 
es entspricht offenbar die Menge des verbliebenen d-Leucyl- 
siveins, wie es auch bei der vollstaindigen Spaltung der ange- 
vendeten 0,1890 g dl-Leucyl-glycin der Fall sein mu, der Menge 
‘es beim Versuch 1a) angewandten I|-Leucyl-glycins. 


» EKinwirkung von Pankreassaft und Darmsaft auf 
Glycyl-d-alanin. 
0,0733 g Glycyl-d-alanin ('/e000 mol.) 
0,9 ccm Pankreassaft 


0,1 Darmsaft 
dD.) » Wasser. 
Zeit Winkel 
10 Minuten — 0,52° 
16 Stunden — 0,49° 


» Spaltung von |-Leucyl-glycyl-d-alanin durch Pan- 
kreassaft und Darmsaft. 


Ks sind zwei Versuche ausgefiihrt worden. Der eine mit 
2599 g Tripeptid und der zweite mit 0,130 g des gleichen Tri- 
eptids. Die angewandte Fermentmenge war in beiden Fillen 
vein Beginne des Versuches dieselbe. Beim ersten Versuch 

eb die Drehung nach etwa 11 Stunden stehen und war auch 
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nach liingerem Warten nicht wesentlich veriandert. Erst anf 


Zusatz von neuem Ferment ging die Spaltung weiter. Bein 
zweiten Versuch trat ein soleher Stillstand nicht auf, offenbar 
deshalb nicht, weil im Verhiltnis zum angewandten Tripeptid 
im Vergleich zum ersten Versuch von Anfang an die doppelte 
Menge Ferment vorhanden war. Allerdings mufi auch mit der 
Moglichkeit gerechnet werden, dab das Au:bewahren der Losung 
beim ersten Versuche im Eisschrank einen Einflufi hatte. An 
und fiir sich erleiden Pankreassaft und Darmsaft beim Stehen 
bei 0” keine bemerkbare Veriinderung, abgesehen davon, daj} 
die Wirksamkeit mit der Zeit zuriickgeht. Es ist jedoch moz- 
lich, dafi das Stehen des Fermentes mit dem Tripeptid und den 
Spaltprodukten von EinflujB war. Wir werden durch direkte 
Versuche zu entscheiden suchen, ob das Aufhéren der Spal- 
tung im vorliegenden Versuche auf das Stehen bei 0° zuriick- 
zuftihren ist oder aber, ob die Fermentmenge nicht ausreichte. 
Versuch 1. 
5,0 cem Stammlésung, enthaltend 0,259 g Tripeptid (4/1000 mol.) 


0.9 Pankreassaft 
QO1 » Darmsaft 
OD Wasser. 


Angesetzt am 6. XII. O7 um 1?° nachmittags. Die Lésung wurd 
filtriert. 


Zeit in Stunden Abgelesener Winkel 

‘le +. 0,75° 

1'/2 + 0,76° 

21/s +- 0,809 

3?/s +- 0,87° 

51 + 0,949 

Hier wurde die Lésung tiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. 

62/5 +. 0,98° 

85'¢ +- 1,01° 
11 1 1,04° 

Uber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. 

16' 2 + 1,07° 
31 +. 1,05° 


Da die Drehung innerhalb von 20 Stunden sich wen: 
verandert hatte, wurde nochmals die gleiche Fermentmen¢ 
hinzugegeben. Die Konzentration der Lésung ‘hat sich hierbe: 
natiirlich verindert. 
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Die nunmehr beobachtete Drehung der LOsung und der 
darauf erfolgende Riickgang des Drehungsvermogens missen 


unter sich betrachtet werden. 


31 Stunden 


34/4 
DO" /4 
175 


2OQ5 


L 0,74° 
+. 0,60° 
+ 0,38° 
+- 0,02° 
— 0,09° 


Versuch 2. 


2.5 ccm Stammilésung, 0,130 g Tripeptid oder ‘/z000 mol. 


3.0 
0.9 
0.1 


Wasser 


Pankreassaft 


»  Darmsatft. 


Zeit in Stunden 


Abgelesener Winkel 


\'g +. 0,37 ' 
*/12 + 039° 

I + 0,41" 
1 3 -{. 0.43 ° 
24/8 + 0.47 ° 
3'/s +- 0,48° 
22 1. (),22° 
27 +- 0,14" 
35D +. Q,09” 
49 — 0,02° 


Wenn wir die erhaltenen Resultate tiberblicken, so kommen 
wir zum Resultate, dal} zuniichst in der Hauptsache d-Alanin 
abvespalten worden ist, d. h. die Spaltung des Tripeptids hat zwi- 
schen Glyein und d-Alanin eingesetzt. Wir ziehen diesen Schlub 
wus folgender Beobachtung an Hand des folgenden Schemas. 

+ 209° 


|-Leucyl-glycin-d-alanin 








+109 0° +240 





~}- 85° 
Das Drehungsvermogen nahm in der ersten Zeit ganz 
betrichtlich zu und zwar im ersten Versuch um etwa 40°/o. 
Line solehe Zunahme ist nur méglich, wenn bei der Spaltung 
-Leucyl-glycin entsteht. Wiirde I-Leucin abgespalten, so wurde 
“iveyl-d-alanin entstehen und dieses wiirde nach der entgegen- 
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gesetzten Richtung drehen, d. h. das Drehungsvermégen miil!i!e 
fallen. Wiirden gleichzeitig in gleichen Mengen |-Leucin uni 
d-Alanin abgespalten, so wirde das Drehungsvermdgen gleic|)- 
falls sinken, denn alle entstehenden Spaltprodukte wiirden wenige: 
drehen (Glykokoll gar nicht) als das angewandte Tripeptid. \W ip 
kOnnen somit mit Bestimmtheit zum Ausdruck bringen, dal} dis 
angewandte Tripeptid in der Hauptsache zuniichst zwischen 
{ilycin und d-Alanin gespalten wird, und dal} voriibergehend 
das Dipeptid |-Leueyl-glvcin auftritt. Es ist damit nicht aus- 
veschlossen, dab in geringerem Umfang auch eine Spaltung 
zwischen |-Leucin und Glykokoll stattfindet. Im weiteren Ver- 
lauf des Versuches sinkt dann das Drehungsvermégen wieder 
ab. Es hiinet dieser Riickgang der Drehung héchstwahrscheiniic|) 
mit der Spaltung des gebildeten |-Leucyl-glycins in seine Kom- 
ponenten zusammen. Glyeyl-d-alanin scheint nach den yor- 
liegenden Versuchen entweder gar nicht oder doch in- nicti! 
betriichtlichen Mengen bei der ganzen Hydrolyse zu entstelie 

All diese Sehlubfolgerungen sind unter der Voraussetzun: 
vezogen, dali das angewandte |-Leucyl-glycyl-d-alanin optisch: 
einheitlich war. Ein betriichtlicher Gehalt an Racemkorper wiirde 
nattirlich das Hesultat stark beeinflussen, weil wir nach ce! 
sonstigen Erfahrungen mit asymmetrischen Spaltungen rece! 
miibten, und das wiirde die Entstehung von Spaltprodukte: 
bedingen, tiber deren Drehungsvermogen sich zum Teil niclit- 
aussagen libt. Es liegt jedoch kein Grund vor, anzunehme 
dafi das angewandte Tripeptid in irgendwie erheblichem Mati 
mit Racemkorpern verunreinigt gewesen ist. Auch = miilile! 
schon gréfbere Mengen von solechen Beimengungen vorhanide! 
sein, bis sie einen EinfluBb auf die gemachten Beobachtunee! 


haben witirden. 


¢ Spaltung von Glyeyl-d-alanyvl-glycin durch Pin- 
kreassaft -- Darmsaft. 
3.0 com Stammlésung (0,09 g Tripeptid) 
O9 » Pankreassaft 
0.1 Darmsaft 


25 » Wasser. — 
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Zeit Abgelesener Winkel 

3 Minuten — (089° 

30 — 0.86" 

Yd — 0,769 
Ldd5 — 067° 
290) — 0.0? 

20) Stunden - 0,03" 

48 +. 0,289 

96 +- 0,20° 
14-4 - O13" 


Auch lift sich mit ziemlicher Sicherheit feststellen, an 
welcher Stelle die Spaltung zuerst eingetreten ist, wie das 
folgende Schema zeigt: 


ys 
— 4" 





Gilycyl-d-alanyl-glyecin 





I 2 3 
TL A A 
0? +240 Qe? 

7)? - 30° 


Das Drehungsvermogen fillt und geht schlieblich nach der 
en{gegengesetzten Richtung tiber, um dann wieder abzunehmen. 
Has erstere Verhalten spricht dafiir, dab die Spaltung zuniichst 
zwischen 1 und 2 eintritt. Es miiBten in diesem Falle Glykokoll 
und d-Alanyl-glyein entstehen. Letztere Verbindung dreht nach 
rechts, wéhrend das angewandte Tripeptid nach links dreht. 
so erklirt sich die Abnahme des Drehungsvermoégens und der 
[ bergang der Drehungsrichtung nach rechts. Der Umstand, dab 
dann eine nochmalige Abnahme des Drehungsvermodgens  ein- 
iritt, spricht dafiir, dab das entstehende d-Alanyl-glycin weiter 
i) Glykokoll und d-Alanin zerlegt wird. Wire die Spaltung 
zwischen 2 und 3 erfolgt, dann hitte Glycyl-d-alanin§ ent- 
sitchen miissen. Das Drehungsvermogen der Losung hiitte auch 
I) 


20° 


beim Tripeptid 64° und bei 





cine Abnahme erfahren, da {a 
(rh veyl-d-alanin nur — 50° betriigt. Diese Abnahme hiitte jedoch 
cine nur geringe sein diirfen, und vor allem hatte die Drehung 
wiemals positiv werden kénnen. Auch hier muf natiirlich die 
tnschrinkung gemacht werden, dab es nicht ausgeschlossen 

daf in geringerem Umfang gleichzeitig auch zwischen 2 und 3 
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eine Spaltung eintritt. Jedenfalls ist es von Interesse, daB ein 
Gemisch von Pankreassaft und Darmsaft, das d-Alanyl-glycin 
leicht spaltet, dagegen Glyeyl-d-alanin nicht oder doch nur 
2 3 

langsam angreift, Glycyl-d-alanyl-glycin zwischen 1 und 2 zerlegt. 

Uberblicken wir die beiden bis jetzt vorliegenden Versuche. 
so ergibt sich, dab das Ferment einmal die Kette vorne und 
einmal hinten zuerst gespalten hat. Weitere Versuche mit andere), 
optisch-aktiven Polypeptiden sind abzuwarten, ehe Schlubfol- 
gerungen moglich sein werden. Vor allen Dingen werden wir 
die Hydrolyse der gleichen Tripeptide mit Sauren und eventuel! 
mit Alkalien verfolgen, um zu erfahren, ob der Gang der 
Hydrolyse durch das Ferment in spezifischer Weise bestimmt 
wird, oder ob Bedingungen rein chemischer Natur ausschlag- 
gebend fiir das beobachtete Verhalten der beiden untersuchten 
Tripeptide gegen Pankreassaft und Darmsaft sind. Es erweist 
sich auch als durchaus notwendig, die Hydrolyse von optisch- 
aktiven Polypeptiden und speziell auch von Dipeptiden mit 


molekularen Mengen — auch Bruchteilen hiervon und melir- 
fachen Mengen — von Siiuren und Alkalien zu verfolgen, tim 


auf diese Weise die Resultate, die wir bei der Fermenthydrolyse 
erhalten haben, besser beurteilen zu kénnen. Derartige Ver- 
suche sind im Gange. 
III. Einwirkung von Alkali und Saure auf Pankreassaft und Darmsaft 
und auf HefepreBsaft. 

2.7 cem Pankreasaft mit 0,3 cem Darmsaft vermischt und 
2.4 cem n-Na(OH) zugesetzt. Die Losung blieb 5 Minuten bet 
18° stehen. Sie wurde nun mit 2,4 ccm n-HCl versetzt. Hier- 
bei wurde die vorher klare Lésung triibe. Das Volumen der 
gesamten Fliissigkeit betrug nunmehr 7,8 cem. Zur Priifung der 
Wirksamkeit dieser Fermentl6sung wurden 2,6 cem mit 2,0 ccm 
einer Stammlésung von Glyeyl-l-tyrosin vermischt, die moleku- 
lare Mengen dieses Dipeptides im Liter enthielt. Die Losung 
drehte -!- 0,60° Nach 30stiindigem Stehen bei 38° hatte sich 
das Drehungsvermégen noch nicht veriindert. Nach weitere! 
20 Stunden konstatierten wir eine geringe Abnahme (-+- 0,55 
Jedenfalls erschien die Fermentlésung durch das) kurze Stelen 
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mit Alkali sehr abgeschwiicht zu sein, vorausgesetzt, daf das 
y» Losung vorhandene Kochsalz keinen Einflufi hatte. Es ist 
dies jedoch nach unseren sonstigen Erfahrungen und_ speziell 
nach dem Resultate des nachfolgenden Versuches ausgeschlossen. 
Hie im Pankreassaft und Darmsaft enthaltenen proteolytischen 
Merymente scheinen somit gegen freies Alkali sehr empfindlich 
zu sein. 

Denselben Versuch fiihrten wir auch mit Siture aus. 2,7 eem 
Pankreassaft ++ 0,3 ecm Darmsaft wurden mit 2,4 ccm ?/10-n-HC] 
versetzt, und zu dieser L6sung nach 5 Minuten langem Stehen 
» 4 cem 1/10-n-Na(OH) zugesetzt. Zu 2,6 der gesamten Lésung 
fiivten wir 2,0 cem der schon erwiihnten Stammlésung von 
Glycyl-l-tyrosin zu. Die Drehung betrug im 1 dm-Rohr —- 0,60°. 
Nach 30° Minuten lasen wir +- 0,62° ab, nach 3 Stunden 

-0,94° und nach 3511/2 Stunden + 0,26°. Die weitere Ver- 
folgung der Hydrolyse wurde dureh Ausfallen von Tyrosin ver- 
hindert. Siéiuren scheinen somit die proteolytischen Fermente des 
Vankreas- und Darmsaftes weniger zu schiidigen als freies Alkali. 

Im folgenden teilen wir einige Versuche iiber die Spaltung von 
oplisch-aktiven Dipeptiden durch Fermente unter gleichzeitigem 
Zusiatz bestimmter Mengen von Alkali und von Siiuren mit. 

Da wir in den folgenden Versuchen mit LOsungen von ganz 
bestimmtem Gehalt zu arbeiten pflegten, so haben wir es fiir 

nolig gehalten, wie in den eben mitgeteilten Versuchen auch 
hier mit mol-Lésungen zu arbeiten. 


| a) Zusatz von Alkali. 
l 
; Zu diesen Versuchen dienten Stammlésungen von Glycyl- 
, -tyvrosin, die 3/34, °/32 und 1/10 Molstiirke besafen. 
l Serie A. 
1 | 0.95 mol. NaOH bezogen auf Kontrollversuch ohne 
- : das Dipeptid. Alkalizusatz. 
e 0 cem Stammlésung von Glycyl- — -b) 6,0 cem Stammlosung von Glycyl- 
h | l-tyrosin (3/54 mol. Starke) l-tyrosin (*s4 mol, Starke) 
1 Od Pankreassaft 0.9 » Pankreassaft 

‘1 >» Darmsaft 0.1 » Darmsaft 

3 >» n-NaOH = 0,53 mol. 0,6 » Wasser 

I 3» Wasser 


loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LIV. 26 
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Zeit Abgelesene Winkel 
7 Min. -+- 0,73° 

ald) + 0,57” 

163 + (),43 ° 

205 4. 0,369 

275 +- 020° 


Von hier ab schwer abzulesen. 


a) 1.5 mol. NaOH. 


Serie B. 


b) 1.0 mol. NaOH. 


Bezogen auf die angewandte Menge 


Dipeptid. 


4,0 com */s2 mol. L6- 
sung von Glycyl- 
l-tyrosin 
0.6 cem Pankreassaft 
0.07 ecm Darmsaft 


4,0 cem * 32 mol. Lé- 
sung von Glycyl- 
l-tyrosin 
0.6 cem Pankreassaft 
0.07 ccm Darmsaft 

0.37 n-NaOH 
1,23 Wasser 
Abgelesene Winkel 

+- 0,73° 

+- 0,75° 

+ 064° 

+. 0,60° 

+- 0,d4° 

+. 0,432 

+ 0,31° 


Serie C., 
b) 2.0 mol. NaOH. 
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-+- 0,64° 
4- O.54° 
-+- 040° 
+- 0,37° 


+. 0,33° 


¢) ohne NaOH als 
Kontrolle 


4,0 ccm 3/s2 mol. Li- 
sung von Glycy!- 
l-tyrosin 
0,6ccm Pankreassati 
0.07 cem Darmsat 
1.6 >» Wasser 


+- 0,59 ° 


+. 0,57° 


| 
| 
+. 0.09% 


j 


c) 1,8 mol. NaOH 


Bezogen auf die angewandte Menge Dipeptid. 


4,0 ccm %/se: mol. 
Stammlésung von 
Glycyl-l-tyrosin 


4.0 ccm */32 mo! 
Stammlésung yon 
Glycyl-l-tyrosin 


0.6cem Pankreassaft 0,6cem Pankreassaft 0,6 cem Pankreassa' 


0.55 n-NaOH 
1.05 Wasser 
Zeit 
Minuten 
rs =» 0): 80* 
15 -- OSL? 
- Q,R0° 
74 -+- 0,76° 
260 ~- 0,75 ° 
378 - O,d8 ° 
1428 - (),49° 
a) 2.3 mol. NaOH. 
4,0 ccm °/s2 mol. 
Stammlosung von 
Glycyl-l-tyrosin 
0,07 cem Darmsalt 
O88 n-Na( QOH) 
0,72 Wasser 
Zeit Winkel 
5 Min. + 0,92° 


23 Stund. 0,97 ° 


~~ 
' 


0.07 ccm Darmsaft 


0),74 n-Na(OH) 
0,86 Wasser 
Winkel 


+. 0,91° 
+. 09.920 
- 0,92 





0.07 cem Darmsa'! 
0.67 > n-Nai OH 


0,93 Wasse! 
Zeit Win} 
fe Std. -- U.S 

Be x» + 0.75 

21' >» + 0,64 


' 
) 


+ (). 63 
i 


43 > 
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Serie D. 
a) 2.2 mol. NaOH. b) 2,0 mol. NaOH. c) 1.8 mol. NaOH. 
Bezogen auf die angewandte Menge Dipeptid. 


4,0 ccm ‘10 mol. 4,0 cem ‘10 mol. 4.0 cem "io mol. 
Glycyl-l-tyrosin- Glycyl-l-tyrosin- Glycyl-l-tyrosin- 
losung lOsung losung 


0.9ceem Pankreassaft O.9 cem Pankreassaft 0.0 ccm Pankreassaft 
0.4 cem Darmsaft O,1  cem Darmsaft 0.1 cem Darmsaft 


O.88 n-NaOQH O08  » n-NaOH 0.72 » n-NaOH 

0.62 > Wasser 0,70 » Wasser 0,78 » Wasser 
Zeit Winkel Winkel Winkel 
5 Min. -+- 094° + 0,88 ° +- O85" 
13 Stund. +- 0,93° -|- 0.88 ° +- 0,73° 


Serie E. 
a) 2,2 mol. NaOH. © b) 2,0 mol. NaOH. — ce) 1,8 mol. NaOH. 
Bezogen auf die angewandte Menge Dipeptid. 


4.0 cem */1o mol. 4,0 ccm ‘10 mol. 4,0 cem 4/10 mol. 
Glycyl-l-tyrosin- Stammlésung von  Stammldsung von 
losung Glycyl-l-tyrosin Glycyl-l-tyrosin 
1,.8cem Pankreassaft 1.8ccm Pankreassaft 1,8 ccm Pankreassaft 
0.2 ccm Darmsaft 0.2 » Darmsaft 0.2 ceem Darmsaft 
0,88 » n-NaOH 0,8 » n-NaOH 0,72 » n-NaOH 
Zeit Winkel Winkel Winkel 
11 Std. + 083° -+- 0,78° +- 0,619 
{ +- 0,68 ° + 0,61° +- 047° 
2() +- 061° +- 0,50° +- 031° 
Serie F. 
a) 4,4 mol. NaOH b) 2,2 mol. NaOH. 
Bezogen auf die angewandte Menge Dipeptid. 
4,0 cem */s4mol.Stammlésung 4.0 ccm 8/s4 mol. Stammidsung 
von Glycyl-l-tyrosin von Glycyl-l-tyrosin 
0.6 » Pankreassaft 0,6 » Pankreassaft 
0,07 » Darmsaft 0,07 Darmsaft 
16 » n-Na(OH) 0,8 » n-Na(OH) 
O08 » Wasser 
Zeit Abgelesene Winkel 
¢ Minuten +. 0,77° -+- 0,77° 
25 Stunden +. 0,75° -+- 080° 


Die Lésung fiarbte sich dunkelrot. 
Aus diesen Versuchen geht hervor, dai schon geringe 
Mengen von Alkali die Hydrolyse von Glycyl-l-tyrosin durch 
Pankreassaft 4+- Darmsaft verzégern. Sehr deutlich geht dieses 
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Verhalten aus Serie B hervor. Auf die angewandte Menge 
Glycyl-l-tyrosin bezogen, hemmte bereits 1 Molekiil Na(OH) be- 
trachtlich. Bei 112 Molekiil Na(OH) ist die Verzégerung noch vie: 
wusgesprochener. Aus Serie C geht hervor, daB bei 2 Molekiilen 
Na(OH) die Spaltung ganz gehemmt ist und ebenso bei 2,4 Mole- 
kiilen Na(OH). Bei 1,8 Molekiil Na(OH) tritt noch Spaltung ein 
Die Versuche der Serie D ergaben ganz das gleiche Resultit, 
Wurde dagegen, wie es in Serie E geschehen ist, die zuge- 
setzte Fermentmenge unter sonst gleichen Bedingungen wesent- 
lich erhdht, so ging die Spaltung des Glycyl-l-tyrosins auch: 
nach Zusatz von 2,2 Molekiilen Na(OH) noch vor sich. 

Ks ist vorliulig schwer, ein bestimmtes Urteil tiber dic 
Rolle des Alkalis bei diesen Versuchen abzugeben. Es ist méglich, 
dali das zugesetzte Alkali das Ferment direkt schadigt. Da 
Glyeyl-l-tvrosin im Sinne unserer Versuche als eine zweibasisc|ic 
Siiure aufzufassen ist. so kOnnte man das vollstiindige Aufhéren 
der Fermenthydrolyse nach Zusatz von mehr als 2 Molekiilen 
Alkali so auffassen, dab das freie Alkali, d. h. das Alkali, das 
durch das Glycyl-l-tyrosin nicht mehr neutralisiert wird, dis 
Ferment schiidigt. Es ist jedoch auch modglich, dab die lr- 
sache des Nichteintrittes der Spaltung von Glyeyl-l-tyrosin bei 
Anwesenheit von 2 und mehr als 2 Molekiilen Alkali darauf be- 
ruht, dab das Alkalisalz von Glycyl-l-tyrosin an und ftir: sich 
fiir das Ferment unangreifbar ist. Einstweilen sind sichere 
Schlubfolgerungen deshalb unmoéglich, weil wir mit der Ferment- 
ldsung unbekannte Substanzen in die Lésung hineinbringen, 
die gleichfalls Alkali binden kénnen. So erklirt sich vielleiclit, 
weshalb nach Zusatz von mehr Fermentlésung die Hydrolyse 
von Glyeyl-l-tyrosin auch bei Anwesenheit von mehr als 2 Mo- 
lekiilen Na(OH) noch vor sich ging. Hat die Spaltung einma! 
eingesetzt, dann entstehen neue saure Gruppen und damit ver- 
schiebt sich die ganze Verteilung von Alkali und Siaure. 

(im dem Einwand zu begegnen, dab die angewandte Menze 
Alkali eventuell fiir sich Glycyl-l-tyrosin angreifen oder et\vi 
gar die Fermentlésung in ihrem optischen Verhalten bee!- 
flussen kénnte, haben wir die folgenden Kontrollyversuche ati-- 


gefiibrt. 








~ . . : ‘ MO 
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1. 
6,0 ccm Stammlésung von Glycyl-l-tyrosin (*/s«¢ mol.) 
1.2 » n-Na(OH) (2,1 mol.) 
1.0 Wasser. 
Zeit Winkel 
10 Minuten +- 0,98 ° 
21 Stunden +. 1,01° 
63 » ' 1.022 
2. 
1.8 cem Pankreassaft 
0.2» Darmsaft 
16 » n-Na(OH) 
94 Wasser 
Zeit Winkel 
[0 Minuten — (),03° 
15 Stunden — 004° 


Kin KinflubB der angewandten Menge Alkali auf Glyeyl-l- 
ivrosin und auf die Fermentlosung ist somit aus der Verfolgung 
des optischen Verhaltens der beiden L6sungen nicht zu schlieBen. 

Ganz analoge Versuche haben wir mit d-Alanyl-d-alanin 


und Hefeprebsaft durchgefthrt. 
Serie A. 


b) 1,0 mol. Na(OH) 
20 eem mol. Stamm- 


a) 1.5 mol. Na(QH) 
1.) eem mol. Stamm- 


c) 0.8 mol. Na(OH) 
2.0 cem mol. Stamm- 


lisung von d-Alanyl- lésung von d-Alanyl- lésung von d-Alanyl- 


d-alanin 
2.0 com n-Na(OH) 


d-alanin 
1.5 cem n-Na(OH) 


0.5 Hefeprefsaft 10 » Hefeprefsaft 
OD Wasser 1.5 » Wasser 
Zeit Winkel Zeit Winkel 
'. Stunde —0,82° 24 Minuten — 0,92° 
Stunden — 0,94° 40) > — 0,91° 
67 — 0,91° 41/2 Stund. — 0,85° 
20) > — 0,89 ° 


Serie B. 
a) 1,0 mol. NaOH 
2.0 ccm mol. Stammlisung von 
d-Alanyl-d-alanin 
20 » n-NaOH 16 » 
10 » Hefeprefisaft 10 >» 
15 » Wasser 1.9 


d-alanin 
1,6 com n-Na(OH) 
10 » Hefeprefisaft 
18 » Wasser 

Winkel 

— 0,909 

— 0,90 ° 

— 0.74 


— 0,76° 


b) 0,8 mol. NaOH 
2,0 ccm mol. Stammlésung von 


d-Alanyl-d-alanin 
n-NaQH 
Hefeprefsaft 
Wasser 


— 


' 
a 
t | 
a 
§ 
4 
t 
' 
: 
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Zeil Winkel Winkel 

e Stunde — (0,84° — 0.87” 
| > — (),.86? — ().86 
2 Stunden — OS1° — 0,80° 
i - 0.88? — 0.76 ° 
6 — 0.85? — () 72° 
2] -- 087° — (0,68 ° 


Auch hier lieSen wir zur Kontrolle auf HefepreBsaft Alkali 
einwirken, um festzustellen, ob dieses das Drehungsvermigen 
des Saftes selbst verindert. 

2.0 ccm Hefeprefisaft 
i.0 » n-Na OH) 


7,0 » Wasser 
Anfangsdrehung = -- 0,08 ° 
Nach 20 Stunden -+- 0,08 ° 


Wie die vorliegenden Versuche zeigen, hort die Spaltung 
von d-Alanyl-d-alanin durch Hefeprefsaft schon bei Zusatz von 
1 Molekiil Alkali auf. Auch hier liéBt sich eine sichere Ent- 
scheidung iiber die Art der Wirkung des Alkalis noch nicht fiillen. 

Zum Schluf seien noch Versuche mitgeteilt, welche den 
Kinflu} von Séuren auf die Spaltung von Glycyl-l-tyrosin und 
d-Alanyl-d-alanin priifen sollten. Es ergab sich, dali schon 
geringe Mengen Siiure die Spaltung vollstandig aufheben. 


Versuch 1. 
a) */1o mol. HC] b) 410 mol. HC] 
bezogen auf die angewandte Menge Dipeptid 


t.0 cem 4/52 mol. Stammlésung 40 cem °/se mol. Stammlésung 
von Glycyl-l-tyrosin von Glycyl-l-tyrosin 
0.6 » Pankreassaft 0.6 » Pankreassaft 
O07 » Darmsaft 0.07 » Darmsaft 
0,75 'yo-n-HCl O37 > '1o-n-HCl 
O86 Wasser 1.23 » Wasser 
Zeit Abgelesener Winkel Zeit Abgelesener Winke! 
5 Minuten +- 0,59 ° 5 Minuten + 0,60° 
210 + 0,60 ° 100 > +. 0,43° 
22 Stunden + 0,59 ° 210 . + 0.41" 
22 Stunden + 0,25" 


si | 
unter Fallung von Tyrosin. 
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Versuch 2, 


1.0 ccm der Stammlésung von d-Alanyl-d-alanin 


20 1 +o-n-HCI (0.2 mol.) 
0.5 Hefeprefsaft 
Zeit Winke! 
10 Minuten 1,09 ° 
2 Stunden — 1,02" 
a0 — 1,15? 


Wie wir schon in der Einleitung erwihnten, haben wir 
eine groBere Reihe von Versuchen begonnen, um den EinfluB 
verschiedener Verbindungen auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
bei der Spaltung von Polypeptiden durch peptolytische Fermente 
zu prifen. Bis jetzt sind Versuche mit Tauro- und Glykochol- 
siiure durehgefiihrt. Die Mitteilung dieser Versuche soll er- 

igen, sobald noch einige Kontrollversuche erledigt sind. 

Ferner haben wir einige Versuche tiber den Einfluls von 
Aminosiiurezusatz auf den Verlauf der Spaltung von Glycyl- 
l-tvrosin durch Hefeprebsaft ausgeftihrt. Wir werden auch bet 
diesen Versuchen in Zukunft die Mengen der zugesetzten Amino- 
sjiuren auf die Menge des verwendeten Polypeptides beziehen, 
im so zu vergleichbaren Werten zu gelangen. Die Resultate 
der folgenden Versuche stimmen mit den friiher von dem einen 
on uns und Gigon!) mitgeteilten tiberein. 


Serie 1. 


a) 2 mol. d-Valin b) 2 mol. d-Alanin c) Kontroll- 
versuch ohne 
Zusatz 
bezogen auf die Menge des Dipeptids. 


4,0 cem'/io mol. Stamm- 4,0 cem'/1o0 mol. Stamm- 4,0 cem ‘10 mol. 
losung von Glycyl- ldsung von Glyeyl- Stammldsung 
l-tyrosin l-tyrosin 

1.0 ccm Hefeprefsaft 1.0 ccm Hefeprefsaft | ,Ocem Hefepref- 

0.0936 g d-Valin 0,0712 g d-Alanin saft 

1.0 ccm Wasser 1.0 ccm Wasser 1.0 com Wasser 


Drehung des d-Valins _Drehung des d-Alanins 
= + (),09° = -+- (),03° 
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Winkel nach Winkel nach 


zug der i Abzue der . 
Minuten Winkel prehangvon Winkel Drehung von Winkel 
d-Valin d-Alanin 
6 ~ Q.b8% + O.59° +-0,68° + 0,65° +-0,61° 
17 -0,76° +0,67° + 0,679 +0.64° + 0,58 ° 
i) 10,749 + 0,65° +-0,76°  -+ 0,73" -+- 0,57” 
a) + 0,70" — O61" +0,73° -+0,70° + 0,52” 
70 +-0,70° O61" +-0,62° + 0,59° +-0,51° 
110 + 0.69 ° ~ 0,56 ° 059° -+-0,56° +- 0,43" 
165 +0569 + 047° + 0,52° + 0,49° -+- 0,53 ° 
305 0,41° +0,32° -+-0,35° — +-0,32° +. 0,14 


Bei all diesen Versuchen hatten wir Gelegenheit, das Ver- 
halten der benutzten FermentlOsungen wiihrend langer Zeit zu 
beobachten und festzustellen, wie lange eine solche Losung brauch- 


bar bleibt. Es seien einige soleher Beobachtungen mitgeteilt. 


1. HefeprebBsaft. 


Er wurde stets im Eisschrank bei etwa -+- 4° gehalten. 


Am 29. X. 07. verlief die Spaltung von Glycyl-l-tyrosin in folgen- 
der Weise: 


5,0 cem Stammlésung == 0,1 g Glycyl-l-tyrosin. 


1,0 Hefeprefisatt. 
Zeit Winkel 
% Minuten -\- 0,67 ° 
27 -+- 031° 
38 +. 0,14° 
a0 triibe -- 0,09° 
6D - 0,05 ° 


Am 19. XII. 07. zeigte derselbe Saft folgende Wirksamkeit: 


4,0 cem 410 mol. Glyeyl-l-tyrosin. 


1.0 Hefeprefsaft. 
1.0 » Wasser. 
Zeit Winkel 

6 Minuten +. 0,61° 

17 +- 0,58 ° 

338. + 057° 

D3 +. 0,52 

70 > ~+ 051° 
110 , +- 0,43 ° 
165 > + 0.339 | 


305 +- 014° 
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P 
Aus diesen Beobachtungen geht hervor, dab die Wirk- 
camkeit des Hefeprefsaftes mit der Zeit abnimmt, dab hingegen 
nach fast 2 Monaten eine noch sehr ausgesprochene Wirkung 
auf Polypeptide, speziell auf Glycyl-l-tyrosin vorhanden ist. Es 
ist von Interesse, dali die Zymase im Gegensatz zu den unter- 
cuchten Fermenten schon nach relativ kurzer Zeit beim einfachen 
A\ufbewahren von Hefeprebsaft ihre Wirksamkeit einbibt. 


2. Pankreassaft + Darmsatft. 
Wir verwendeten zu allen Versuchen Pankreas- und Darm- 
saft vom Hunde. Auch diese Sifte bewahrten wir im Eisschrank 
auf. Es seien folgende Beobachtungen mitgeteilt: 


a) 8. XI. 07, 
6,0 cem 3/s4 mol. Glycyl-l-tyrosin. 


09 » Pankreassaft. 
01 Darmsaft. 
Zeit Winkel 
10 Minuten -+- 0,74° 
26 » + 0,69° 
66» +. 0,64° 
135 +. 057° 
338 > 4+- 0,46° 


bh) 13. XI. 07. 
6,0 ccm 3/s4 mol. Glyecyl-l-tyrosin. 


0,9 » Pankreassaft. 
0,1 Darmsaftt. 
0.6 Wasser. 
Zeit Winkel 
10 Minuten +- 0,66 ° 
49 > +- 0,58 ° 
125 » +- 0,49 ° 
214 -+- 041° 
453 + 028° 


c) 14. XI. 07. 
6,0 ccm */s4 mol. Glycyl-l-tyrosin. 
0.9 » Pankreassaft. 


0.1 Darmsatft. 
03 » Wasser. 
Zeit Winkel 
6 Minuten + 0,69° 
177 > +. 0,44° 


480 , | 0.27” 
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d) 21. XI. 07. 
4,0 cem *34 mol. Glycyl-l-tyrosin. 
0.6 » Pankreassaft. 


(0).07 Darmsaft. 
1.6 Wasser. 
Zeit Winkel 
6 Minuten +. O54 
36 +- 050° 
ral) + O45” 
138 +- 038° 
28» +. 0,302 
1410 > +- 0,16" 


e) 23. XI. 07. 
4,0 ecm */se mol. Glycyl-l-tyrosin. 
06 » Pankreassaft. 
0.07 » Darmsaft. 


1,6 » Wasser. 
Zeit Winkel 
7 Minuten -+- 0,58 ° 
36 ; +- 0,549 
142 > + 0,46° 
259 » +. 0,35° 
23 Stunden +- 0,06° 


f) 25. XI. 07. 
‘0 cem %/se mol. Glycyl-l-tyrosin. 
O06 Pankreassaft. 
0.07 » Darmsaft. 
16 » Wasser. 


Zeit Winkel 
6 Minuten + 0,59° 
145 » +- 0,57° 
AL , + 0,48° 
174 > +- 040° 
260» +. 038° 
378 > +. 0,23 ° 
1428 > +- 0,09° 


g) 19. XII. 07. 
4,0 ccm */1o mol. Glycyl-l-tyrosin. 
0.9 » Pankreassaft. 
O41 » Darmsaft. 
15 » Wasser. 
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caft an Wirksamkeit ab. 


nicht zu entseheiden. 


Zeit 
10 Minuten 
18 > 
4 
54 
102 
179 
PSH 


1% Stunden 
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Winkel 

- 060° 
+- 061° 
0.06% 
1. 0,52 ° 
O54 
ODS? 


Q.50° 


es 
+ 0,23° 


--++ 


Wie die Vergleichung der einzelnen Beobachtungen ergibt, 
nimmt auch der aktivierte, mit Darmsaft versetzte Pankreas- 
Er bleibt aber recht lange brauchbar. 
Qh die Abnahme der Wirkung dieser Siifte mit der Spaltung 
ler in ihnen enthaltenen Proteine zusammenhiingt, wagen wir 
Jedenfalls beobachtet man sehr oft Aus- 
scheidung von nicht unbetriichtlichen Mengen Tyrosin. 
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Uber die Ausscheidung von Urochrom im Harn von gesundem 
Menschen sowie in einigen Krankheitsfallen. 
Von 
St. Dombrowski. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Lemberg [Lwo6w .) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Januar 1908.) 


Wie ich bereits friiher festgestellt habe, gibt das Urochrom 
eine in Wasser unlosliche Kupferoxydulverbindung. Da aut 
Grund dieses Verhaltens das Urochrom nicht nur von einer 
Reihe von einfachen stickstoffhaltigen Harnbestandteilen, son- 
dern sogar von den ihm nahe verwandten Proteinsiiuren ¢e- 
trennt werden kann, so liegt es nahe, dieses Verhalten des 
Urochroms zur Grundlage einer Methode der Bestimmung des- 
selben im Harn zu machen. In der Erwiigung, dali bei der An- 
wendung von Kupferacetat der Fallung des Kupferurochroms 
eine Reduktion des Kupferoxyds zu einer Kupferoxydulverbin- 
dung und zwar auf Kosten des Urochroms vorangehen mui). 
und dab dadurech ein Teil des Urochroms sich der Fiillung 
entziehen kann, habe ich versucht, der von Kriiger und 
Wulff!) zur Fallung von Purinkérpern empfohlenen Mischung 
von Losungen von schwefelsaurem Kupfer und schwefligsaurem 
Natrium mich zu bedienen. Dieses Kupferoxydulreagens gal 
in der Tat mit LOsungen sowohl von reinem Urochrom wie 
auch von Erdalkalisalzen desselben reichliche Niederschliige 
Allerdings werden bei Anwendung dieses Reagens auf den Harn 
mit dem Urochrom auch die etwa in L6sung noch enthaltenen 
Purinkérper und zwar quantitativ gefiillt. 

Dali die mit dem Kriiger-Wulffschen Reagens gefiillten 
Niedersehliige mehr Stickstoff enthalten als die in derse|her 
Menge Harn erzeugten Silberniederschliige der Purinkérper und 
dal} mit diesem Reagens auber den Purinkérpern noch andere 
stickstoffhaltige Harnbestandteile gefillt werden, ist von Hup- 


'! M. Kriiger und C. Wulff, Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 176 
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pert!) kurze Zeit nachdem die Kupfersulfatnatriumbisulfit- 
mischung von den oben genannten Autoren zur Fiillung der 
Purinkorper empfohlen wurde, beobachtet. 

Diese Beobachtung hat bekanntlich eine ergiebige Meinungs- 
‘jyerung und eine Reithe von Abhandlungen und Untersuchungen 
angeregt,2) welche dieselbe zum Gegenstand hatten — und zwar 
weil die Methode von Kriiger und Wulff eine rasche Ver- 
breitung fand und infolge ihrer Kinfachheit in einer Reihe von 
Klinischen Forschungen zur Untersuchung der Ausscheidung 
yon Purinkérpern befolgt wurde —, bis die Beobachtung schlieb- 
ih bestitigt wurde. Kriiger fand sich sogar dadurch veran- 
lafit. eine Anderung an seiner Methode der Bestimmung von 
Purinkérpern vorzunehmen. Mit der Natur dieser resp. dieses 
Korpers, welcher mit den Purinkérpern in der Form. einer 
Kupferverbindung mitgefiallt wurde, hat man sich wenig be- 
<liftigt, man hat ihm offenbar wenig Bedeutung beigemessen. 
Huppert nahm an, dai in dem Kupferniederschlag auber Purin- 
korpern und Harnsiiure Rhodanwasserstoff und etwas Eiweih, 
welches in keinem normalen Harn fehlt, enthalten wiren, un- 
veuchtet der Tatsache, daBb er die der unbekannten Substanz 
enlsprechende Stickstofimenge zu 0,056 g pro 100 cem fand, 
wihrend Munk und Gscheidlen den Stickstoff der Rhodan- 
wasserstoffsiiture blob zu O,0005—0,0016 g pro 100 ecm Harn 
herechneten. Auch hat er die genannten Korper in dem Kupfer- 
nicderschlag nicht nachgewiesen. Krtiger und Schmidt*) 
hegniigten sich mit der Entfernung dieses unbekannten Korpers 
ais den Kupferniederschlagen und zwar durch Oxydation des- 
s’/ben mit Mangansuperoxyd, was ihnen auch vollkommen gelang. 

DaB dieser unbekannte Kéorper nun Urochrom war, unterliegt 
nuch alledem, was von mir iiber dasselbe in einer vor kurzem 
crschienenen Abhandlung mitgeteilt wurde, wohl keinem'Zweifel. 

Die Methode der Bestimmung von Urochrom ergab sich 
niin von selbst. 


a) Huppert, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 556. 
*) Salkowski, Uber die Kriiger-Wulffsche Methode zur Re- 
‘itmnung der Alloxurkérper im Harne, Deutsche med. Wochenschr., 1897, 
l4, S. 213. 


*. M. Kriiger und J. Schmidt, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 5. 1. 
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In den, mit dem Kupferoxydulreagens gefillten Nieder- 
schligen war neben den Purinkérpern, welche mit diesem 
Reagens unzweifelhaft quantitativ ausgefallt werden, noch Uro- 
chrom enthalten: es blieb also, unter der wohl zutreffenden 
Voraussetzung, dali durch dieses Kupferoxydulreagens auber 
den Purinkérpern und Urochrom kein anderer stickstoffhaltiger 
Harnbestandteil gefiillt wurde, nur die den Purinkoérpern zu- 
kommende Menge Stickstoff zu bestimmen, um den Stickstof} 
des Urochroms ermitteln zu kénnen. Die Purinkérper werd) 
bekanntlich mit einer ammoniakalischen Loésung von Silber- 
nitrat quantitativ ausgefiillt. Als ich mich tiberzeugt hatte, dati 
verdiinnte Losungen von Urochrom mit diesem Reagens keine 
Fiillungen geben, lieB sich die Aufgabe in der Hauptsache au! 
die Bestimmung des Stickstoffs einerseits in dem mit dem 
Kupferoxydulreagens erzeugten Niederschlag, anderseits in dem 
aus derselben Menge Harn erhaltenen Silberniederschlag vou 
Purinkérpern zuriickfiihren. Die dem Urochrom zukommenie 
Stickstoffmenge war einfach aus der Differenz zwischen den 
bei diesen Bestimmungen erhaltenen Zahlen zu berechnen. 

Zu der Ausfiillung der Purinkérper in der Form ihre 
Silberverbindungen habe ich mich der Silbernitratmethode in 
der Ausfiihrung von Camerer-Arnstein!) bedient, indem ich 
jedoch in einigen Fiillen die Resultate mit Hilfe der Huppert- 
Hayeraftschen Methode?) kontrolliert hatte. 

An der Hand dieser Methoden habe ich Bestimmungen 
des Urochroms im Harn von vier gesunden Personen ausgeftihr' 
Die Resultate dieser Bestimmungen sind aus der vorliegenden 
Tabelle ersichtlich. 

Da jedoch, unabhiingig von dem Bestreben, iiber die Au-- 
scheidung des Urochroms im Harn Daten zu gewinnen, uné 
zwar mit Riicksicht auf die Reindarstellung des Urochroms. 
mich auch die Frage interessierte, welchen Anteil an der Zu- 
summensetzung des Kupferacetatniederschlages, der aus einem 
mit Barythydrat und Baryumacetat behandelten Harn getiil' 
ist, den Purinkérpern zufalle, habe ich versucht, den Stick=to" 
', B. Arnstein, Diese Zeitschrift, Bd. XXIIH,-S. 417 und 425 
2) Huppert. Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 556. 
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der Purinkérper in diesem Niederschlag direkt zu ermitteln. 
Dies lief sich in der Tat leicht erreichen, da frisch gefiilltes, 
reines Urochromkupfersalz in Ammoniak leicht l6slich ist und 
da es aus einer solchen Loésung im Gegensatz zu Purinkorpern 
mit einer ammoniakalischen Lésung von Silbernitrat nicht ge- 
flit wird. Durch Behandeln des rohen, mit Kupferacetat er- 
zeugten Niederschlags mit Ammoniak und Fillen einer solchen 
Losung (und zwar ungeachtet eines etwa noch ungelost zurtick- 
gebliebenen Riickstandes) mit ammoniakalischer L6sung von 
Silbernitrat, lieben sich also die PurinkOrper von Urochrom 
trennen. 

Auf diese Weise konnte nicht nur der Stickstoffgehalt 
der in dem Kupferacetatniederschlag enthaltenen Purinkorper 
sowie der Stickstolf des mit Kupferacetat bei Zimmertemperatur 
fiillbaren Urochroms ermittelt, sondern auch die Fiillbarkeit des 
Urochroms mit Kupferacetat mit dem Verhalten desselben gegen- 
iiber dem Kriiger-Wulffschen Kupferoxydulreagens verglichen 
werden. 

Tabelle IL. 


In 1000 cem Harn. 
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Aus der obigen Tabelle ergibt sich, da durch Kupfer- 
acetat gegen alle Erwartung mehr Urochrom aus der Losung 
gefiillt wurde (O,0155 g) als durch das Kupfersulfitreagens 
(0.0116 g). Deshalb habe ich mich bei weiteren Untersuchungen 
des Kupferacetats als Fiillungsmittel zur Bestimmung des Uro- 
chroms bedient, indem ich den Gehalt an Urochrom in diese 
Niedersechlag nach der zuletzt beschriebenen Methode bestimmt 
Mittels dieser Methode, welche nur dahin geiindert wurde, (i: 
der Harn direkt nach dem Filtrieren vom Baryumniedersch:\ 
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und nicht erst nach einer Konzentration in vacuo mit Kupfer- 
acetat gefiillt wurde, wurde das Urochrom im Harn eines ge- 
sunden Menschen sowie in fiinf Krankheitsfillen ermittelt. 

Schon in leichten Fiillen von typhus abdominalis wurde 
die Menge des Urochroms gegenitiber der im normalen Harn 
gefundenen (im Mittel 0,5 g) deutlich gesteigert gefunden. — In 
schweren Fiillen dieser Krankheit wurde die in 24 Stunden 
ausgeschiedene Menge des Urochroms 2—3 mal grofber ge- 
funden als bei gesunden Menschen, was umsomehr Beachtung 
verdient, als die Kranken sowohl am Tage der Untersuchung 
ihres Harnes, wie auch einige Zeit vorher kein Eiweib zu sich 
nahmen und in einer strengen Zuckerdiiit sich befanden. 

Dal die Menge des Harnfarbstoffs mit dem gesteigerten 
Zerfall von Korpereiweib zugenommen hat, ist leicht verstiind- 
lich. Das Urochrom leitet sich ja, wie das von mir festgestellt 
wurde, vom Eiweif und nicht von der chromogenen Gruppe 
des Blutfarbstolfs her und gehdrt, wie die Proteinsiuren, zu 
den intermediiren Produkten des Eiweifstoffwechsels, und zwar, 
wie aus einer besonderen Reihe von Versuchen, welche dem- 
niichst verdffentlicht werden. hervorgeht, wenigstens fiir den 
menschlichen Organismus, vorallem des Stolffwechsels des tierischien 
Kiweibes, 

Es wurde aber die Menge des Urochromstickstolffs nich! 
nur absolut, sondern auch im Verhiltnis zum Gesamtsticksto!! 
vergrofert gefunden, was besonders im Fall 6, wo nur eine 
geringe Menge Eiweib eingesetzt worden ist, deutlich zutage 
trat, und niimlich infolge der Behinderung von Oxydationen 
in den durch die Intoxikation in ihren Lebensiiuberungen afii- 
zierten Zellen der an den Oxydationen am meisten beteiligten 
Organe der Unterleibshohle. 

Der Urochromstickstof? nimmt nun allerdings im normale 
Harn nur etwa 0.5° 0 des Gesamtstickstofis in Anspruch, seine 
Ausscheidung gewinnt jedoch an Interesse deshalb, weil sic 
wohl unzweifelhaft mit der Ausscheidung der Proteinsdéuren 
parallel geht. Aus den Untersuchungen, welche in unsere! 
Institute von W. Gawinski!) ausgefiihrt wurden und welche 


') Vorgetragen am 25. Juli 1907 in der Abteilung fiir Physiol 





. ° . , . *) ai 
i'ber die Ausscheidung von Urochrom im Harn des Menschen. OWT 


in niichster Zeit auch weiteren Kreisen bekannt gegeben werden, 
folgt niimlich, dab der Stickstoff der Proteinsiituren 4—5°/o des 
Gesamtstickstoffs des Harns betrigt und dal derselbe sowohl 
dem EintluB der Diéit wie auch pathologischen Momemten im 
hohen Mabe unterlegen ist. 

Analytisches. 

Den Harn von Menschen erhielt ich aus der Abteilung fiir Infektions- 
inkheiten des hiesigen allgemeinen Landesspitals und zwar durch die Zu- 
-kommenheit des Chefs dieser Abteilung Herrn Primarius Dr. W. Arnold, 

wofiir ich ihm aufs beste danken moéchte. Zur Untersuchung wurde, und 
nimlich um den Einfluf& etwaiger Ungenauigkeiten, welche bei der Ent- 
nahme des Harns von schwer darniederliegenden Kranken manchmal un- 
vermeidbar waren, herabzusetzen, der in 48 resp. 72 Stunden abgeson- 
derte Harn verwendet. 

Die Stickstoffbestimmungen in den verschiedenen Kupfer- und Silber- 
niederschlaigen wurden durch Verbrennen derselben mit Schwefelsiure 
unter Zusatz von Kaliumsulfat und Kupfersulfat ausgefiihrt. Die Silber- 
niederschliige wurden jedoch samt den kleinen Filtern, auf welchen sie 
esammelt und ausgewaschen wurden, vorher nach dem Aufschwemmen 
‘n Wasser. behufs Austreibens des darin etwa enthaltenen Ammoniaks, 

Magnesia ausgekocht. *) 
Durch die Gegenwart von geringen Mengen Eiweifs in einigen 
den pathologischen Harnen wurden die Untersuchungen in keiner 
Weise beeinfluft, weil das Eiweifi, was eine Erwalinung wohl verdient, 
der Behandlung des Harns mit der Barytmischung bis auf Spuren 
is dem Harn entfernt wurde. 

Bei der Titration der ammoniakalischen Destillate diente als In- 

itor eine alkoholische Lésung von Lakmoid, welcher Malachityriin zu- 
sesetzt wurde.?) Am = besten hatte sich niimlich eine Lésung bewiihrt, 
welche durch Vermischen von 100 cem einer gesiltigten Lésung von 
Lakmoid (bezogen von der Firma Kah|lbaum in Berlin) in konzentriertem 
Alkohol mit 30 ccm einer 0,1°/oigen wisserig-alkoholischen Lésung von 
Malachitgriin erhalten wurde. 

Die Menge des Urochroms wurde aus den betreffenden Stickstoff- 
allen unter Zugrundelegen des Wertes 11,15 als mittleren prozentischen 
Stickstoffgehalt dieses Farbstoffs berechnet. 


‘1ologische Chemie und Pharmakologie der Versammlung von polnischen 
irforschern und Arzten. 
'; Huppert, Analyse d. Harns, S. 817 (1898). 
7, Kine solche LOsung wurde als Indikator zuerst von Thomsen 
/ \ anal. Ch., Bd. XXVIII, 5. 45 [1888]) und spater auch von Foerster 
Bd. XXIX, S. 676 [1890]) angewendet. 














Uber Zuckerbildung und andere Fermentationen in der Hefe. 
I]. Mitteilung.?) 


Von 
EK. Salkowski. 


\us dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts der Universitat Berl: 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Januar 1908.) 


Vor nunmehr etwa 18 Jahren habe ich gefunden, dal 
bei der Autodigestion — oder wie man jetzt in der Regel sacvt, 
Autolyse — der Bierhefe in Chloroformwasser (verwendet wurde 
hauptsichtich Prebhete) ein girungsfihiger Zucker entsteht und 
zwar, Wie von vornherein anzunehmen war, aus den_ priifor- 
mierten Kohlenhydraten der Hefe. Die nicht weiter, auber elwa 
durch Fillung mit Bleiessig oder durch Fiillung mit Alkoho! 
nach dem Einepgen gereinigten Filtrate der autolysierten Hele 
erwiesen sich regelmiibig linksdrehend. Da man bei der Hy- 
drolyse der Kohlenhydrate der Hefe durch Siiuren rechtsdrehende 
Z7uckerarten erhiilt — aus dem Hefegummi d-Mannose,?) aus der 
Hefecellulose bezw. Glykogen d-Glukose#) ——-, so war es gewil 
von vornherein sehr wahrscheinlich, dab auch durch Ferment- 
wirkung rechtsdrehender Zucker entsteht, die stets beobachtete 
Linksdrehung mithin sehr auffallend. Trotzdem sah ich mich 
veranlabt, den bei der Autolyse entstehenden Zucker, wenn auch 
mit einer gewissen Reserve, als linksdrehenden zu bezeichnen, 
da damals von linksdrehenden, bei der Autolyse entstehenden 


Kérpern — abgesehen von dem immer nur in kleinen Menges 
vorhandenem Pepton nichts Sicheres bekannt war. — Ich 


bemerkte damals noch. daf ich auf die Natur des Zuckers nicht 


') Diese Zeitschrift, Bd. XU S. 506 (1889). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVIII, 8. 501 (1894). — Di 
Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 315. Hessenland, Zeitschrift des Ver 
fiir Riibenzuckerindustrie, Bd. XLII, S. 671. | 

) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, 8. 3327 (1894). 
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niher eingehen kOnne, well es mir an den notigen Hilfsmitteln 
yur Verarbeitung groberer Mengen) von Autolysentliissigkeit 
mangele, 

Inzwischen hat sich die Sachlage ganz wesentheh ge- 
‘indert. Wir wissen jetzt, dab das durch Fermentwirkungen 
aus dem EiweiB abgespaltene Leucin (a-Aminoisobutylessig- 
siure) in der Regel linksdrehendes ist. Dammit ist die) Links- 
drehung der nur durch Bletessigfillung oder Alkoholfallung ge- 
reinigten Autolysentlissigkert aus Hefe ausreichend erklart. Dab 
die Linksdrehung dieser reichlich Leucins enthaltenden Filtrate 
my der Tat von dem Gehalt an Leucin abhiinet, lait sich lereht 
ladurch zeigen, dab man sie mit Salzsiiure ansiiuert (schon 
toy Vol. 25% oiger Salzsiiure gentigt): die Drehung wird dann 
sofort rechts und zwar stiirker rechts, als sie vorher links war. 
Die stiirkere Rechtsdrehung kann darauf beruhen, daly das von 


J. Ehrlich?) entdeckte Isoleucin in wiisseriger LOsung zwar 


rechits dreht, aber nur verhaltnismabig schwach (ay, 9,74°), 
n salzsaurer Losung dagegen stark (ay) - OOS), 


Allerdings habe ich?) mich selbst einmal dagegen ausge- 
prochen, dai die Linksdrehung solcher L6sungen vor Leucin 
abhiingen konne, allein das damals zur Begriindung dieser An- 
cht benutzte Leucinpraparat war augenscheinlich in’ erheb- 
hem Grade racemisiert, denn es zeigte nur cine spezifische 
Drehung von etwa — 1.8° (in weibem Licht). 

Weiterhin ist inzwischen die Reaktion von Seliwanoff 
ekannt geworden, welche es ermoglicht, sich jederzeit davon 
wi iiberzeugen, dab in der Autolysenfltissigkeit der Hefe keine 
hruktose vorhanden ist. Wenn nun die Gegenwart von d-Glukose 
iuch kaum zweifelhaft sein konnte, so war es trotzdem wiinschens- 
vert, dieselbe direkt nachzuweisen. Hierzu benutzte ich zu- 
nachst das bewiihrte Verfahren der Fillung mit Bleiessig 
\mmoniak. 

1 kg amylumfreie (resp. fast amvlumfreie) Prebhefe wurde 
mult 81 Chloroformwasser unter Zugabe von etwas tiberschiissigem 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges... Bd. XXXVI. S. 1809 (1905), 
*) Zeitschrift f. Biolog., Bd. XXXIL, 5. 468 (1895 
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Chloroform 6&8 Stunden bei 40° digeriert, dann ohne nachzu- 
waschen filtriert. Das fast ganz klare Filtrat wurde im Va- 
kuumapparat auf etwa ein Drittel eingedampft. Obwohl die 
Temperatur der Fliissigkeit dabei nie tiber 35° stieg, trat dabei 
doch starke Briiunung ein. Die neutral reagierende Fliissigkeit 
wurde mit Bleiessig gefiillt,’) das Filtrat davon mit Bleiessig 

Ammoniak, der Niedersechlag abgenutseht und zweimal mi! 
Wasser gewaschen, dann zu einem diinnen Brei angertihrt und 
durch einen CO,-Strom zersetzt.2) Da das Filtrat sich etwas 
bleihaltig erwies, wurde es mit H,S behandelt, vom PbS ab- 
filtriert und der tiberschiissige H,S wieder durch einen CO._- 
Strom entfernt. Nachwaschen wurde ebenso wie im folgenden 
unterlassen, um die Konzentration der Losungen modglichst wenig 
zu beeintrichtigen. 

Ich hatte nun keineswegs erwartet, dab die so erhaltene 
Losung eine einigermawen reine Zuckerl6sung sein wiirde, war 
aber doch von der Anzahl und Quantitiit der in ihr auber Zucker 
noch enthaltenen Verbindungen tiberrascht. Es waren in ihr 
aufer girungsfahigem Zucker noch nachzuweisen: Hefegummi, 
ein dextrinartiger KOrper, Pentosen, Purinbasen, Tvrosin, Lysin. *) 
Spuren von Leucin und Pepton, ferner, wenigstens in 2 darauf 
untersuchten Fiillen, Bernsteinsaéure, und zwar in nicht ganz 
unbetriichtlicher Quantitét. [eh gehe nicht niiher auf die Einzel- 
heiten des Nachweises aller dieser Verbindungen ein, da sie, 
d. h. die Einzelheiten, ohne allgemeines Interesse sind. 

Bemerkenswert ist jedenfalls das Auftreten von Bernstein- 
siiure trotz der Siittigung der Autodigestionsfltissigkeit mit Chloro- 
form und trotz sicheren Fehlens von Bakterienentwicklung. Da 
nach KE. Buchner und Meisenheimer?) die zellfreie Giirung 
keine Bernsteinsiiure liefert, bleibt zur Erklirung ihres Aul- 

') Dieser Niederschlag enthilt} nur Spuren von Zucker nach det 
Zersetzung mit CO, oder H,S. 

?) Die Zersetzung auf CO, ist, wie die nachtrigliche Behandlung 
mit H,S zeigte, in bezug auf die Zuckerbleiverbindung so gut wie vo! 
stindig. 

*) Kutscher hat dasselbe in groften Mengen bei der Selbstgarung 
der Hefe erhalten. Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 72 (1901). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIX, S, 3201 (1906). 
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tretens Im vorliegenden Falle eigentlich nur noch die Moéglich- 
keit der Entstehung aus Eiweif durch autolytische Vorgiinge: es 
liegt nahe, dabei an die Entstehung aus Arginin durch Oxydation, 
entsprechend den Angaben von Kutscher,') zu denken. Ubrigens 
ict. wie ich schon friiher bemerkt habe, eine geringe Vergiirung 
des Zuekers im Beginn des Versuches nicht zu vermeiden, in 
wie weit bei dieser autolytische Vorgiinge an der Bildung der 
Bernsteinsiiure beteiligt sind, mub dahingestellt bleiben. 

Die aus dem Bleiessig-Ammoniakniederschlag auf dem an- 
eevebenen Wege erhaltene, mit Kohle entfirbte LOosung erwies 
sich rechtsdrehend, jedoch hat die Rechtsdrehung bei der kom- 
plizicrten Zusammensetzung nattirlich keinerlei: Beweiskratt. 

Zur Reinigung wurde die Losung zuniichst mit Queck- 
siiberroxydjacetat gefallt, filtriert, aus dem Filtrat das iiber- 
<chiissige Quecksilber durch H,S entfernt, das Filtrat durch 
enmen CO,-Strom von H,S befreit. Der Erfolg war wenig be- 
friedigend: die Losung war noch erheblich stickstoffhaliig und 
enthielt auch noch die st6renden Kohlenhydrate, wenn auch 
vielleicht nicht in der friiheren Menge. Beim Kinengen schied 
sich wiederholt Tyrosin ab, dureh Fiillungen mit Alkohol lieben 
sich die Kohlenhydrate nur zum Teil entfernen. Die Ausfallung 
des Hefegummis gelang allerdings vollstiindig, aus dem aufs 
neue eingedampften Alkoholauszug schied sich aber bei erneutem 
Alkoholzusatz eine dextrinartige Substanz aus, welche nicht 
mehr die fir Gummi charakteristische Reaktion mit Fehling- 
<cher LOsung (bliiulich-weibe Fiillung) gab. Diese Niederschliige 
erwiesen sich nun aber in witsseriger LOsung stark reduzierend 
und die Quantitiit des Zuckers nahm bei den fortgesetzten Fiil- 
ungen fortdauernd ab. Es muf dahingestellt bleiben, ob dieses 
Dextrin an sich reduzierend wirkt oder nur infolge der Bei- 
mischung von Zucker; ich halte das letztere bei der bekannten 
schwierigkeit, Dextrin und Traubenzucker durch Alkoholbehand- 
ung zu trennen, fiir wahrscheinlicher. Aus 1 kg Hefe erhielt 
ich so nur 100 cem einer einigermaben reinen L6sung von 0,7 °/o 
Nechtsdrehung. Es gelang nicht, aus solchen eingedampften 
Losungen aus mehreren Kilo Hefe eine Krystallisation von 


") Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 418 (1901). 

















402 E. Salkowski, 


Traubenzucker zu erhalten, auch nicht eine solche der Chlor- 
natriumverbindung. 

Zur Identifizierung des Zuckers als d-Glukose blieb nun 
kaum noch etwas anderes tibrig, als die Darstellung der von 
Stahel!) beschriebenen Diphenylhydrazonverbindung. Im Hin- 
blick auf das unbefriedigende Ergebnis der Bleiessig-Ammoniak- 
fiillung wurde bei dem Versuch der Darstellung dieser Verbindung 
von dem Bleiessig-Ammoniakverfahren zuniichst abgesehen. 

Die aus 1 kg Hefe stammende filtrierte Autolvsentfliissiy- 
keit wurde zuerst im Vakuum auf etwa 1 1 eingeengt, dann 
mit dem mehrfachen Volumen 95° oigen Alkohols versetzt, das 
alkoholische Filtrat verdunstet und aufs neue mit Alkohol ge- 
fillt, das Filtrat bis fast zum = diinnen Sirup verdunstet, mi! 
einer LoOsung von Mercurisulfat in 5°%/ciger Schwefelsiiure ve- 
fallt und zu dem Gemisch soviel Alkohol hinzugefiigt. dab kein 
merklicher Niederschlag mehr entstand. Die dicke gelbliche 
Fiillung wurde nach 48 Stunden abgesauet und mit 50°/oigem 
Alkohol nachgewaschen. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad 
von der Hauptmenge des Alkohols befreit, dann durch Behand- 
lung mit) gesiittigtem Barytwasser, baryumcarbonat und [1,5 
vom QOnecksilber und Schwefelsiiure befreit. Die nach dem 
Kiltrieren erhaltene wasserklare, schwach sauer reagierende 
Losung wurde nunmehr zuerst auf etwa 250 ecm konzentriert: 
sie reduzierte Fehltingsche Lésung beim Erhitzen intensiv unte! 
Ausscheidung von WKupferoxydul und gab deutliche Pentose- 
reaktion mit Orein -- Salzsiiure. 

Zur Darstellung der Verbindung mit) Diphenylhydrazon 
wurde nun die Losung bis auf etwa 50 cem konzentriert, dann 
ca. 42 ¢ Diphenylhydrazin gel6st in 50 eem Alkohol hinzu- 
gefiigt und die Mischung auf dem Wasserbad zum Sirup. ver- 
dunstet: am = zweitniichsten Tag war dieser zu einem violett- 
schwarzen Krystalibrei erstarrt. Derselbe wurde mit einem 
Gemisch von Ather mit wenig Alkohol so lange gewasclien, 
bis er nur noch schwach gelblich war. 

Der kriimelige Riickstand bestand hauptsiichlich aus dem 
vesuchten Diphenylhydrazon. Es wurde aus heifem Wasser 


') Beilstein. Handbuch, 3. Autl.. Bd. IV. S. 791. 
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unter Zusatz von Knochenkohle umkrystallisiert, dann, da es 
noch etwas gelblich war, nochmals in heibem Alkohol gelést 
ond durch Atherzusatz abgeschieden und erschien nunmehr 
krystallinisch und vollig welb. 

Das so erhaltene Hydrazon schmolz bei 160—161° und 
-timmte in seinen Kigenschaften und Léslichkeitsverhiltnissen 
‘ip Alkohol, Ather, Chloroform, Benzol mit den Angaben von 
Stahel fiir das d-Glukose-Diphenylhydrazon CH,OH(CHOH),—CH 

NN(C,H,), tiberein. 
0.1758 gaben 12.7 cem N bei 21° und 761 min B. 
Somit N Gefanden : Berechnet fiir C,1L 0.N, : 
8.31 %o 8.099 6 

Damit ist die d-Glukose nachgewlesen und ich mu meine 
alte, allerdings nur mit Reserve gemachte Angabe, an der 
ich selbst schon lange Zweifel hegte, dab die Hefeautolyse 
linksdrehenden Zucker liefere, berichtigen. 

In einem anderen Falle wurde der Zucker zuerst mit 
Biclessig -+- Ammoniak ausgefiillt, die Lo6sung dann mit Mer- 
curiacetat gefiillt usw. Das Resultat war jedoch weniger be- 
inedigend: es gelang nur schwierig, die Diphenylhydrazonver- 
hiidung krystallisiert zu erhalten, und die Ausbeute war weit 
seringer. Der Schmelzpunkt lag zwischen 158 und 159°. 

Es fragt sich nun weiterhin, ob und inwieweit durch die 
inzwischen gemachten Beobachtungen meine Angaben uber die 
in den einzelnen Versuchen iibrigens sehr schwankende Quan- 
titat des bei der Autolyse der Hefe entstehenden Zuckers be- 
einflabt werden. 

In meiner damaligen Arbeit habe ich die Bestimmungen 
einfach so ausgefiihrt, dab ich eine abgemessene Quantitiit des 
Autolysenfiltrates nach Entfernung des Chloroforms mit Feh- 
‘ingscher Lésung erhitzte: das ausgeschiedene Cu,O wurde 
nach Uberfithrung in CuO gewogen. Kann diese Art der Be- 
stimmung noch als korrekt angesehen werden? Es kommen 
dabei, soweit ich sehe, 3 Punkte in Betracht. 

1 Drechsel') hat beobachtet, dafi beim Erhitzen einer 
lraubenzucker enthaltenden alkalischen Losung von Xanthin, 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXV. S. 2454 (1892). 
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Hypoxanthin und Guanin mit Fehlingscher Lésung sich nicht 
Kupferoxydul, sondern die Kupferoxydulverbindungen der Xan- 
thin( Purin-j)basen ausscheiden. Hammarsten!') hat das Gleiche 
fiir die Pentose des Pankreasnucleoproteids festgestellt. Das- 
selbe berichten Neuberg und Brahn?) in threr Arbeit tiber 
die Inosinsiiure. Mabgebend fiir die Beschaffenheit des Nieder- 
schlages ist natiirlich die Relation zwischen Zucker und Hypo- 
xanthin, doh. je nach der Quantitaét der Glukose oder Pentose 
im Verhiltnis zu der Purinbase, z. B. Hypoxanthin, wird ent- 
weder nur weibes Hypoxanthinkupferoxydul oder daneben aucl; 
Kupferoxvdul gebildet, und es erklart sich so die wechselnde 
Fiirbung der Niederschliige. Die Autolysefliissigkeit enthielt nun 
stets Hypoxanthin (daneben noch andere Purinbasen), dem 
Kupferoxydul mub also bei Ausftihrung der Zuckerbestimminyg 
mit Fehlingscher Lésung stets die Hypoxanthinverbindun 
beigemischt gewesen sein: da ich aber den Niedersehlag nich! 
direkt gewogen habe, sondern nach dem Gliihen und Uberfiihren 
in Kupferoxyd, so kann dieser Umstand nicht von Bedeutung 
gewesen sein. 

2. Die Autolysefliissigkeit enthalt stets Gummi, es mul 
sich also beim Erhitzen mit Fehlingsecher L6sung die Gummi- 
kupferverbindung ausscheiden und zu einem fiilschlichen Pius 
von Kupferoxvd fiihren. Dieses Verhalten ist mir damals nicht 
entgangen. Es heifbt loc«. S. 510: -Die Reinheit der Reaktion 
wird ferner Ofters getriibt durch die Gegenwart von Hefegumm 
in den Loésungen. Es secheidet sich alsdann nach Zusatz von 
Fehlingscher Losung eine beim Erwirmen zunehmende fein- 
flockige weibliche Triibung aus, welche beim stirkeren Erhitzen 
gelb wird, indem sich das Kupferoxydul auf den gummihaltigen 
KFlocken niedersehiiigt. » 

Indessen habe ich diesen Umstand nur fiir den qualita- 
tiven Nachweis erwiihnt. seinen zweifellos vorhandenen Eit- 
flu8 auf die quantitative Bestimmung dagegen nicht bertick- 
sichtigt. Ob der dadurch verursachte Fehler erheblich ist oder 
liberhaupt irgendwie in Betracht kommt, abt sich vorliti: 

') Diese Zeitschrift, Bd. XIX, S. 21 (1894). 

?, Bioch. Zeitschrift. Bd. V, S. 417 (1907). 
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nicht sagen, ich gedenke darauf in einer folgenden Abhandlung 
iber die Muttersubstanz der d-Glukose zuriickzukommen. Ist 
nun aber tiberhaupt in der Autolysefliissigkeit stets Gummi vor- 
handen? In meiner damaligen Arbeit heif{t es nur «Ofters», 
nach vielen inzwischen gemachten Beobaehtungen méchte ich 
indessen annehmen, dai in der Tat stets Gummi in der Lésung 
vorhanden ist, seine Quantitiit mag wechseln. 

3. Ohne Zweifel von EinfluBb ist die Pentose, die damals 

cht vermutet werden konnte. Da indessen ihre Menge gering 
so wird sie auch die Zuckerbestimmung wenig beeinflubt 
haben. 

Alles in allem ist es wohl meht zweifelhaft. dab die 
Zuckerbestimmungen etwas zu hoch ausgefallen sind, ich glaube 
indessen annehmen zu konnen, dal} der Fehler nicht erheblich 
vewesen ist. Dafiir spricht ein Versuch, in dem der Zucker 
nicht nur nach Fehling, sondern gleichzeitig auch durch Ver- 
cirung bestimmt wurde (lL. e. S. 514). Die erhaltenen Werte 
leven sehr nahe aneinander. 

Kinen vollig einwandfreien Weg zur quantitativen Bestim- 
mung der d-Glukose in der kompliziert zusammengesetzten F liissig- 
keit zu finden, ist mir bisher nicht gelungen. Die Reduktions- 
methoden entsprechen den Anforderungen nicht wegen der Gegen- 
wart der Pentosen, aber auch das Giirungsverfahren ist vielleicht 
hich! ganz einwandfrei, da kleine Mengen von Pentose mit 
cirungsfahigem Zucker mit zu vergiiren scheinen, ein Ver- 
falren aber, die Pentosen vor Anstellung des Versueches ab- 
zscheiden oder die Glukose quantitativ von Pentosen zu trennen, 
sich schwerlich finden lassen wird. 
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(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1908.) 
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Die Frage. ob der tierische Organismus imstande ist, aus 
total abvebautem Eiweili Eiweifstoff aufzubauen, ist der Gegeu- 
stand mehrerer Untersuchungen gewesen.!) Das Resultat, zu 
dem man hierdurch gelangte, ist in Ktirze folgendes: Eiweil- 
sloffe, die durch Kochen mit Mineralséuren gespalten sind, ver- 
mogen nicht das Stickstoffgleichgewicht im tierischen Organisniis 


herzustellen, kénnen indes doch — wenngleich in geringem 
Grade — «albuminstoffersparend» wirken; dagegen vermovet 


Albuminstotfe, die durch eine Einwirkung von Trypsin -+- Erepsin 
gespalten sind, den Kérper vor Stickstoffverlust) zu_ schiitzen 

Wiihrend man davon ausgehen kann, dai die Hydroly-e 
der Proteinstotte mit Hilfe von Mineralsauren eine vollstindize 
ist, stellt sich die Sache etwas anders, was die durch Fermente 
hervorgerufene Hydrolyse betrifft. Dab das ‘Trypsin allein nicht 
iinstande ist, die véllige Spaltung der Proteinstoffe zu bewirken, 
dali der Vorgang im Gegenteil in einem friheren Zeitpunkt ins 
Stocken veral, sodab ein Riickstand von emer groBberen ole! 
veringeren Menge Polypeptiden entsteht, ist ganz sicher; selb-' 
wenn man aber nach Abschluf der Trypsineinwirkung Erepsit 
zusetzt, hat man bisher doch nicht bestimmt behaupten kénnen. 
dali die Spaltung eine vollstindige gewesen sei. Auf zweifache 
Weise hat man die Frage zu lésen gesucht. Das eine Ver- 

') Siehe u. a. V. Henriques und C. Hansen, Diese Zeitsclir!! 


Bd. XLII und XLIX, und E. Abderhalden und P. Rona, Diese Zeitschril! 
Bd. XLIV, XLVII und LIL. 
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fahren wurde von O. Cohnheim benutzt.') Er fiitterte einen 
Hund mit einer Duodenaltistel mit Fleisch: die der Fistel ent- 
etromende Menge Fliissigkeit teilte er in zwei ‘Teile. Die eine 
Portion wurde 12 Stunden Jang mit 33 °/oiger H,SO, gekocht, die 
andere stand 22 Stunden lang mit Erepsinlésung im Thermostaten 
digeriert. In beiden Portionen bestimmte Cohnheim die ge- 
hildete Argininmenge und fand nun vollige Ubereinstimmung der 
Argininmenge der mit Siure behandelten Portion mit derjenigen 
der durch Erepsin verdauten. Hieraus schliebt Cohnheim, 
dal Pepsinverdauung —- 22stiindige Einwirkung des Erepsins 
imstande sei, eine vollstindige Hydrolyse hervorzurufen. 

Das andere Verfahren benutzten Abderhalden und 
Rona.?) Der Proteinstoff (z. B. Fleiseh) wurde zuniichst 14 
Tage unter Toluol bei 57° der Autolyse tiberlassen, dann wurde 
Pankreassalt zugesetzt und schheBblich nach 4 Wochen noch 
Darmsaft. Die ganze Verdauung dauerte 3 Monate. Ein Teil 
der Verdauungsprodukte wurde darauf nach Fiillung mit Phos- 
phorwolframsiiure auf Monoaminosiiuren untersucht und die 
gefundenen Werte wurden mit denjenigen verglichen, die man 
hei vollstiindiger Hydrolyse von Fleisch mit rauchender Salz- 
jiure erhilt. Es ergab sich eine sehr cute Ubereinstimmung. 
Ferner wurde auch der Phosphorwolframsiiurebodensatz niher 
untersucht und dessen einzelne Bestandteile isoliert. Die Ver- 
fasser ziehen aus ihren Untersuchungen den SchluBb, dab die 
durch Trypsin -!- Erepsin hervorgerufene Hydrolyse, praktisch 
besehen, als vollstiindig zu betrachten set. 

Es ist klar, dafi die hier genannten Verfahrungsarten sehr 
betrichtliche Arbeit erfordern miissen; so fiihren Abderhalden 
und Rona an, dai die obengenannten Untersuchungen sich 
ber 4—6 Wochen erstreckten: wenn hierzu kommt, dafi es 
noch gar nicht bewiesen ist, dab die besprochenen Methoden 
brauchbar sind, um zu entscheiden, ob die Hydrolyse  voll- 
‘undig ist oder nicht, so ist es als ein sehr wichtiger Fort- 

*) O. Cohnheim, Zur Spaltung des Nahrungseiweifes im Darm, IL., 
liese Zeitschrift, Bd. LI. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LIL und LIV. 
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schritt zu betrachten, dab es 5S. P. L. Sérensen!) gelungen 
ist, eine bequeme und schnelle Methode zur Bestimmung des 
Grades der Hydrolyse auszuarbeiten. Was die niiheren Ver- 
hiiltnisse dieser Methode betrifft, muB ich auf Sérensens 
unten genannte Abhandlung verweisen. Um eine Darstellune 
des Verfahrens zu geben, das ich bel den von mir ausgefijhrten 
Messungen anwandte, werde ich hier eine Auseinandersetzung 
wiedergeben, die Prof. Sorensen mir freundlichst anlablich 
zweier Bestimmungen zustellte, welche er fiir mich ausgefiilir 
hat. Zugleich benutze ich die Gelegenheit, um auch hier au 
diesem Orte dem Prof. Sérensen meinen besten Dank fiir 
die mir stets so bereitwillig geleistete Hilfe abzustatten. 


Von Professor Henriques lagen zwei Priiparate Amino- 
sauren vor: 

A, die Ktikette gezeichnet: Pankreas-Erepsin verdaut. 
6 Stunden mit 20° ohaltiger Schwefelsiure im Wasserbad. 

bh, die Ktikette gezeichnet: Pankreas-Erepsin — verdaut. 
17 Stunden mit 25°/ohaltiger Schwefelséiure im Wasserhbad. 

Die Untersuchung sollte entscheiden, ob die Hydrolyse 
der beiden vorliegenden Priéparate mittels der Erwarmung iit 
der verdiinnten Schwefelsiiure vollig vollzogen sei, oder ob 
noch Peptidbindungen ricksténdig seien, die sich durch Fin- 
dampfung mit konzentrierter Salzsiure losen lieben. Unter 
der Voraussetzung, dab die vollig hydrolysierten Spaltungs- 
produkte sich nicht bei Kindampfung mit Salzsdure verdndern, 
wird eine solehe Behandlung aufer einer LOsung modglicher- 
weise vorhandener Peptinbindungen nur eine Anderung des 
Salzsiiuregehalts der Fliissigkeit zur Folge haben, und die Frage 
lift sich deshalb mittels einer Formoltitrierung und einer Chior- 
bestimmung fiir Losungen der vorgelegten Stoffe vor und nac!: 
der Eindampfung mit konzentrierter Salzsiiure beantworten. 

Beide Proben wurden auf gleiche Weise behandelt. 5 ¢ wu 
in 120 cem "r0-Salzsiure gelést und die Lésung 1 Stunde im Wass 
bade erwiirml. um méglicherweise vorhandene Kohlenséure zu entfernen 


da sich in den Priiparaten ein wenig Schwefelsiure vorfand, wu 


, TT 


1) S.PLL. Sérensen, Enzymstudien, Biochem. Zeitschrift, Bd 
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2 ¢em 2-n-Barvumchloridlésung zugesetzt, worauf die Lésung filtriert und 


’ 
; 


ws 
ar 


4 


auf gewOhnliche Temperatur abgekiihlt wurde; entnommene Proben 


iwten nun Uberschufs von Baryumchlorid. 


Mit der Lésung aus A wurden zwei 50 cem-Mefkolben A, und A, 


nau bis zum Zeichen gefillt: in gleicher Weise erhilt man B, und R,. 


Zu A, und B, wurden 3 Tropfen Toluol zugesetzt, worauf man 
cut schiittelte, den Uberschuf von Toluol abfiltrierte und sie darauf 


nstweilen hinstellte. 


A, und B, wurden in Schalen gegossen und die Kolben wurden je mit 
cm konzentrierter Salzsiiure ausgespilt, die man darauf der Hauptportion 
etzte: danach dampfte man im Wasserbade A, und B, fast bis zum 
slichsten ein, kiililte sie ab, tibergofh sie mit 50 cem konzentrierter 
siure —- wodurch alles gelést wurde — dampfte wieder mdéglichst 
ein, 1Oste sie in 50 cem Wasser und dampfte sie wieder ein wie 
her. Die Riickstiinde wurden in 25 cem Wasser gelést und durch 


leine Filter in die 50 cem-Mefikolben filtriert: die Schalen und die 


wurden mit 2 >< 10 ccm Wasser ausgewaschen und zuletzt fiillte 


in mit Wasser bis zum Zeichen an, indem stets ausgekochtes, kohlen- 


refreies Wasser zur Anwendung kam. 
Nach dem Filtrieren von A, war ein schwarzer Riickstand im 
cebhieben, wiihrend B, keinen sichtbaren Riickstand gegeben hatte ; 
liltrierten LOosungen waren sehr dunkel. In den beiden Filtraten 
le der Totalstickstoff bestimmt: das Filter aus Ay enthielt 
9 mg N, das Filter aus B, 0,10 mg N. 
Ks lagen nun also 4 Loésungen, jede von 50 cem vor: 
die urspriingliche Losung, braungelb von Farbe: 5 ccm enthielten 
24,05 mg N. 
die der LOsung A, entsprechende, mit Salzsiiure eingedampfte Lésung, 
tief dunkelbraun; 5 cem enthielten 24,05 mg N., 
lie urspriingliche LOsung, braungelb von Farbe; 5 ccm = enthielten 
26,40 me N. 
lie der Lésung b, entsprechende, mit Salzsiéiure eingedampfte Lésung, 
fief dunkelbraun; 5 cem enthielten 26,60 mg N 
Chlorbestimmungen. 


A,: 10 ccm verbrauchten 15,20 com /10-Silbernitratlésung 


Ay: 10 >» 36,40 
Die Differenz des Chlorgehalts (== der Differenz der freien Salz- 
21.20 com “/:o = 10,60 com 4/5 fiir 10 com Lésung. In der 


Formoltitrierung angewandten Menge (7,5 cem, siehe unten) betrigt 
‘ifferenz der freien Salzsiure also 7,95 cem ®/s, 

B,: 10 cem verbrauchten 15,55 cem ®/:0-Silbernitratlésung 

B,: 1 » 38.20 » 

Die Differenz des Chlorgehalts (== der Differenz der freien Salz- 
e == 2265 ccm 1 = 11,325 ccm 3 fiir 10 cem Loésung. Die 


li — 
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der zur Formoltitrierung angewandten Menge (7,5 ccm. siehe unte; 


entsprechende Differenz des Gehalts an freier Salzsiure betragt also 


§. 49 cem 2 


Formoltitrierung.') 


Zu 25 com jeder der 4 Losungen wurden 4 cem 2-n-Baryum- 


ed 


chloridiésung und darauf wiihrend guten Sechiittelns 20 ecem = 4/3-Silber- 
nitratlobsung zugesetzt, und es wurde bis 50,2 ccm verdiinnt, worauf man 
die Losungen  filtrierte und die Filtrate, die jetzt gelb mit sehwach- 
briiunlichem Anstrich waren, zur Titrierung anwandte. Die = Titrieruns 
wurde mit Phenolphtalein als Indikator ausgefithrt und es wurde cine 


Kontrolljsung angewandt, die aus 30 ccm mit 5 Tropfen Tropéolin 


und 20 Tropfen Bismarckbraun gefiirbten Wassers bestand. Von 


Filtraten wurden zu jeder Titrierung 15 ccm genommen, was 7,5 ccm 
A,, B, und B, entsprach, und es wurden jedesmal vorher 2,5 cen 


von A,, 
ni-Natriumhydroxydlosung zugesetzt. 


4 


hvdroxydlésung == 13.65 cem ®/s im ganzen. 


A, verbrauchte 8,60 com 8/5-Barvt; vorher zugesetzt 2.5 cem ™/1-Natriu 


hydroxydlésung 21.10 com ™s im ganzen. Nach Abzug 
oben bestimmten Mehrgehalts an freter Salzséure (7,95 cei 
bekommt man also 13,15 cem Js, 

Bh, verbrauchte 4,05 ecm "/s-Baryt; vorher zugesetzt 2,5 cem /1-Nat: 
hydroxydlésung 16,55 cem ®/s im ganzen. 

B, verbrauchte 14,95 com "s5-Baryvt; vorher zugesetzt 2.5 cem /1-Nati 
hydroxydlésung == 24,45 cem 4/5 im ganzen. Nach Abzug 
oben genannten Mehrgehalts an freier Salzsiiure (8,49 cem 


‘| 
bekomimt man also 15,96 cem 5 


tie] 


ta 


(| 


Das dureh Entfiirbune mit Silbernitrat vor der Formoltitrien 


vefiillte und abfiltrierte Silberchlorid wurde 3mal mit einer ®/5-Baryuin- 


chloridldsune ausgewaschen: im Filter und im Bodensatze wurde 
Stickstoff auf einmal bestimmt. 
Das Filtrat aus A, enthielt 1,00 mg N (0,83°/o des Totalstickstoll: 


A, 2 OO » (1.6620 
Li, 1.50 (0,98 °/o . 
B. 2 30) » (1.73% 


Aus diesen Bestimmungen geht hervor, dai durch 
EKindampfung mit Salzsiiure keine Hydrolyse erfolgt ist, ind 


Or 


ry 


A, verbrauchte 1,15 cem /s-Baryt; vorher zugesetzt 2,5 cem ®/1-Natrium- 


die Formoltitrierung (unter erforderlicher Beriicksichtigung (es 
Mehrgehalts an Salzsiiure) keinen gréBeren, sondern im Gegen- 


teil einen etwas geringeren Gehalt an Karboxylgruppen in de 


1 Siehe S. P. L. SGrensen und H. Jessen-Hansen, Ub 


Ausfiihrung der Formoltitrierung in stark farbigen Fliissigkeiten 
chemische Zeitschrift, Bd. VIL, S. 407, 1907. 
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mit Salzséure behandelten Proben (A, und B,) als in den ur- 
-priinglichen Losungen (A, und B,) ergeben hat. 

Differenz 0,5 ccm /5-Baryt, 14 mg N = 

3,88°%o des gesamten Stickstoffgehalts von 

A 

Differenz 0,59 ccm 15-Baryt, 1,65 mg N = 

4,15°/o des Stickstoffgehalts von B, oder B, 
entsprechend. 


A,: 18,65 ccm ”/s-Baryt 


| 

A,: 13,150 > | , oder A, entsprechend. 
: | 
| 


bh: 16,55 
B: 15,96 
Wenngleich die gefundenen Differenzen nur klein sind 
sie entsprechen nur ca. 4°/o des gesamten Stickstoffgehalts 
der betreffenden Fliissigkeiten), glauben wir doch nicht, dab 
diese Differenzen Zufiilligkeiten zu verdanken sind. Sicherlich 
riihren sie davon her, dafi bei der Eindampfung mit Salzsiiure 
nicht nur keine Loésung von Peptidbindungen stattgefunden hat, 
sondern im Gegenteil eine geringe weitergehende sekundiire 
Spaltung. Nicht nur deutet die dunklere Farbe von A, und B, in 
dieser Richtung, sondern auch die Stickstoffbestimmung fir die 
durch die Entfiirbung mit Silbernitrat im Verein mit dem Silber- 
chlorid gefillten dunkelfarbigen Spaltungsprodukte zeigt mit 
sicheren, wenn auch kleinen Zahlen, da eine solche sekundire 
Spaltung stattgefunden hat. Da hierdurch wahrscheinlich Am- 
moniak abgespalten wird unter Bildung nichtstickstoffhaltiger 
Verbindungen, deren einige sich wahrscheinlich wéhrend der 
Eindampfung verfliichtigen konnen, lassen sich die obengenannten 
kleinen Differenzen auf sehr natiirliche Weise erklaren. 


Ks darf also als bewiesen betrachtet werden, dab 
hel der Eindampfung mit Salzsiéure keine Hydrolyse 
stattgefunden hat, und hieraus folgt wieder, dai die 
angewandten Priparate, sowohl A als B vollig hydro- 
ivsiert waren.» 

Ganz in der vom Prof. Sérensen angegebenen Weise 
wurden die in untenstehender Tabelle angefiihrien Zahlen ge- 
linden. Was die Genauigkeit der Methode betrifft, so ist es 
bei einiger Ubung miglich, sehr schén iibereinstimmende Doppel- 
analysen zu erhalten; einige der unten gefundenen Zahlen sind 
(die Mittel solcher Doppelbestimmungen. Nr. 29 wurde 3 mal 
von zwel Personen ausgefitihrt und ergab: 6,4— 6,84 — 6,4. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 28 
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_ en ee papas ee, 
Peptidgebun- 
dener Stick- 
Nr. stoff in °» 
des Gesamt- 
stickstoffs 
goo ee ee a eee 4,1 
2 Witte-Pepton, 8 Tage im Thermostaten mit 30°,o H,SO, 24.0 
3 Witte-Pepton, 3 Tage mit Pankreatin verdaut, dann 
6 Stunden im Wasserbade mit 20°/o H,SO, gekocht . 1.88 
f Witte-Pepton, 6 Stunden im Wasserbade mit 20° | 
ae I kr ee ee ee ee ee 16.0 
5 Witte-Pepton, 10 Stunden im Wasserbade mit 20°/o 
H,SO, MO as 2 ea ek ee ee eee a 10.7 
6 Witte-Pepton, 6 Stunden im Wasserbade mit 30°%/o 
ee COE co ee ee eS eR Se eG 8.97 
7 Spaltungsprodukte von Proteinen durch Selbstver- 
dauung von Pankreas (Rind) -+- Darmschleimhaut 
(Hund), also Trypsin —- Erepsin, ca, 5 Monate im 
TMCRONINIOE.. cna ae Bh eR ae x EES 0,59 
8 Derselbe Stoff (Nr. 7), 6 Stunden mit 20° H,SO, 
im Wasserbade gekocht ....... 4.48. ; — 3.88 
9 Derselbe Stoff (Nr. 7), 17 Stunden mit 25°0 H,SO, 
im Wasserbade gekocht. ...... , he — 4,15 
10 Spaltungsprodukte von Proteinen durch Selbstver- 
dauung von Pankreas (Rind) -+~- Darmschleimhaut 
(Hund), ca. 1 Jahr im Thermostaten ..... . <- 3,76 
lf Alkoholextrakt aus Spaltungsprodukten von Pro- 
teinen durch Selbstverdauung von Pankreas (Rind) 
-+- Darmschleimhaut (Hund) . ......... 11,75 
12) Derselbe Stoff wie Nr. 11, 6 Stunden mit 20°/0 H,SO, 
im Wasserbade gekocht ..........4.-6 — 1,65 
13 Witte-Pepton, 9 Tage mit Pankreatin verdaut . . 20,8 
14 Edestin, 8 Tage mit Pankreatin verdaut .. . 20.58 
15 Edestin, in den Thermostaten mit Pankreatin gestellt, 
6/11. 07. Nach einem Monat 6./12, wurde gefunden . 13,95 
16 17./12. wurde Erepsin zugesetzt. 18./12. wurde ge- 
A kw «ew 6 ee ee we ee ar a 10,1 
17 |'30./12. wurde gefunden .......-+e+8 8 10,50) 
'Witte-Pepton, in den Thermostaten mit Pankreatin 
gestellt, 9./11. 07. 
18 | 29./11. gab die Titrierung ........+62+4.-. 18,71 
16,22 


19 se 12. » . . . . . . 
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Fortsetzung. 

















Peptidgebun- 


| dener Stick- 


stoff in °%o 





Nr. | 
des Gesamt- 
stickstoffes 
Dann wurde (9./12.) Erepsinlésung zugesetzt 
») 12./12. wurde gefunden .......-. 14,08 
21./12. wieder Erepsinlésung zugesetzt 
21 |31./12. wurde gefunden .........-. 8.8 
Witte-Pepton wurde 3./12. mit Pankreatin in den 
Thermostaten gestellt 
99 | 9j0@ werde gefumdem . . « «0 se st 29.0 
23 16./12. ee Se Mehl OMG ase Ss 18.75 
17./12. Erepsinlésung zugesetzt 
2+ 18/12. wurde gefunden... . 16,65 
25 (27./12. > 5 ay i~® “ten At 15,1 
Witte-Pepton wurde 12./12. mit Pankreatin in den 
Thermostaten gestellt 
26 |16./12. wurde gefunden ......+ 2. ses ee] 21,7 
27 20./12. > << % eee Sea | 20,1 
21./12. Erepsin zugesetzt | 
8 27./12. wurde gefunden ....... | 16,40 
Kalbfleisch + Wasser in den Thermostaten gestellt | 
26./9. 18./10. wurde Pankreatin zugesetzt. 28./10. und | 
6/141. wieder Pankreatin zugesetzt. 9./11. nur schwache 
siuretreaktion. Erepsinlésung zugesetzt 
cd | 23./11. wurde gefunden .....++.+.-+-+-. 6,55 
26./11. noch einmal Erepsinlésung zugesetzt | 
) | 13/12. wurde gefunden .... 1... .+- ee of 4,57 
SL 16./12. , + gee aS Sn Se Be 3,76 
23./11. wurde Kalbfleisch~—- Wasser in den Thermo- | 
staten gestellt. 27./11. Pankreatin 
2 | 11./12. wurde gefunden ...«.-ee¢. 14,45 
11.12. wieder Pankreatin zugesetzt 
ie a ee eee ee eee 14,82 
[8./12. Erepsinlésung 
19./12. wurde gefunden ........-. 12,9 
3U/12. >» ee ee ee ae ee 8.45 
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Aus den angefiihrien Analysen geht erstens hervor, dai 
die Einwirkung von 20°/oiger H,SO, anf Witte-Pepton 10 Stunden 
hindurch (bei 100°) nicht imstande ist, das Pepton v6llig zu 
spalten, indem noch 10,79/o peptidgebundener Stickstoff zurtick- 
bleiben. Der gewonnene Stoff zeigte auch deutliche Biuret- 
und Tryptophanreaktion. Die 6stiindige Einwirkung von 30°/oiger 
H,SO, im siedenden Wasserbade wirkte etwas stirker, indem 
die Spaltung hier nur 8,97°/o hinterlie}. Biuret- und Tryptophan- 
reaktion fand sich auch hier. 

Zweitens sieht man, dal die Trypsinwirkung in keinem 
Falle weniger als 13,95°/o ungespalten lie’. Der Ubersichi 
wegen stelle ich hier die verschiedenen Resultate der Trypsin- 
wirkung zusammen. 


Es waren noch peptingebunden : 


Nach 4 Tagen 29°%o des Totalstickstoffes (Witte-Pepton, Tabelle Nr. 22 
i . 21,7°/o ( 24; 

> 8B » 201% ( 27 
y > 20.8%,o > , ( 13 
13» 18,75°/o ( » 23 
20 ° 18,76°/o » > ( » » 1k) 
30) . 16,22 °/o » ( , 49 

i 18,45 °/o > (Fleisch , , 32) 

21 14.82% > ' » do 

8 » 20,80°o > > (destin » i 
30» 13,95 %Jo > , ( > , oo» Od 


Obschon diese Zahlen sich nicht direkt miteinander ver- 
gleichen lassen, da es sich um verschiedenartige Losunge 
handelt, geben sie doch eine Vorstellung von dem Fortschreiten 
des Prozesses und zeigen u. a., wie lange es dauert, bis die 
Trypsinwirkung ihren Abschluf erreicht; ob die Wirkung nac! 
Verlauf eines Monats so weit gelangt ist, wie sie tiberhati)! 
gelangen kann, lift sich tibrigens nach den angefiihrten Zahleu 
nicht entscheiden. 

Was endlich drittens die Erepsinwirkung betrifft, <0 
erweist es sich, daB auch diese sehr langsam vorgeht und be: 
weitem nicht — wie von O. Cohnheim angenommen —— !!) 
24 Stunden beendigt wird. Betrachten wir z. B. die oben 1 
der Tabelle (Nr. 29, 30 und 31) gefundenen Bestimmungen !'!! 
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Verdauung von Fleisch, erst mit Pankreatin und darauf mit 
Krepsin, so sehen wir, dab der ProzeB 33 Tage nach Anfang 
der Verdauung (und 14 Tage nach dem Zusetzen von Erepsin) 
nur so weit gelangt ist, dab noch 6,55°%/o des Stickstoffes 
peptidgebunden sind. Nach fernerem Zusatz von Erepsin zeigt 
es sich, dab der Prozel} sogar 2 Monate nach Anfang der Ver- 
dauung (37 Tage nach der ersten Erepsinzusetzung) noch nicht 
heendigt ist: um diesen Zeitpunkt findet man ca. 4°,0 Stickstofl 
peplidgebunden. 

Dab Trypsin -- Krepsin wirklich imstande sind, im Ver- 
laufe langer Zeit die Proteinstoffe vollig zu spalten, geht aus 
den Analysen Nr. 7 und Nr. tO hervor. 

Die jangsame Spaltung durch Einwirkung von Erepsin 
findet man wieder in den Versuchen mit Witte-Pepton. In 
einem Versuche mit Edestin (Nr. 16 und 17) erweist es. sich, 
daly die Wirkung aufgehdrt hatte, indem die Spaltung den 
[§. 12. durch 10,1°/0 und 12 Tage spiiter durch 10,8°/o ausge- 
driickt ist. 

Dab die angewandten Erepsinl6sungen gut wirkten, davon 
(iberzeugte ich mich, indem ich eine geringe Menge der Erepsin- 
losung zu einer Caseinlésung zusetzte und die Mischung  so- 
wohl sogleich als auch 20 Stunden spéter nach dem Stehen im 
Thermostaten formoltitrierte. (Siehe S. P. L. Sérensen |. e¢. 
Tab. S. 92—93.) 

Fragt man nun, ob es wirklich jemals gelungen ist, Tiere 
durch vollig gespaltete Proteinstoffe im Stickstofigleichgewichte 
zu erhalten, so bietet die Frage einige Schwierigkeit dar. Daf 
Loewt,?) der zu seinen Versuchen nur selbstverdaute Pankreas- 
driise benutzte, mit Stoffen arbeitete, die noch etwas von der 
lotalen Spaltung entfernt waren, steht auber allem Zweifel. 
Was die von C. Hansen und mir ausgefiihrten Versuche be- 
trilft, so war auch unser urspriinglicher pankreas-erepsin- 
verdauter Stoff bei weitem nicht véllig gespalten; aus der oben 
angefihrten Analyse Nr. 11 geht hervor, dai sogar der mit 
Alkohol ausgezogene Stoff 11,75°/o des Stickstoffes als peptid- 
gebunden enthielt. 

) Loewi, Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLVUI, 1902. 
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Diejenigen Untersucher, die mit der Spaltung wahrschein- 
lich am weitesten gelangt sind — wie weit, laBt sich nicht 
sagen — sind Abderhalden und Rona, die durch Einwirkung 
von Trypsin und spiiter von Erepsin auf Fleisch soweit gelangt 
sein kOnnen, dal sie in dem von ihnen angewandten Priiparate 
nur wenige Prozent Stickstoff in peptidgebundener Form hatten. 


Stoffwechselversuche. 


Viele der oben analysierten Stoffe wurden zu Fiitterungs- 
versuchen angewandt, ich werde mich aber damit begniigen, 
einzelne dieser Versuche zu besprechen,!) um u. a. zu zeigen, 
dab sich das Stickstoffgleichgewicht auch erzielen labt, wenn 
man als einzige Stickstoffquelle Proteinstoffe anwendet, die 
durch Trypsin -+- Erepsin vollstiindig gespalten worden waren 
und darauf 6 Stunden lang mit 20’/oiger Schwefelséure bis 101)’ 
erhitzt wurden. 

Der im Versuche I angewandte N-haltige Stoff war durch 
Selbstverdauung von Pankreasdriise (Rind) gewonnen, wozu 
Darmschleimhaut (Hund) zugesetzt wurde. Das Gemisch_ hatte 
5 Monate im Thermostaten gestanden und zeigte bei Titrierung 
nach Sorensen, daf0,599/o N noch peptingebunden waren, die 
Spaltung war also sozusagen eine vollstiindige (siehe Nr. 7). 
Dieser Stoff wurde darauf 6 Stunden mit 20°/oiger H,SO, un 
Wasserbade gekocht und zeigte bei der Titrierung -> 3,88" 
peptidgebundenen Stickstoff. Der Versuch legt nun dar, dal 
das Versuchstier sich nicht nur im N-Gleichgewicht befunden 
hat, sondern dafi es sogar wiithrend der 11 Tage, wo es dle 
Nahrung vOllig verzehrte, 119,3 mg N (10,8 mg per Tag) im 
Korper ablagerte, eine Ablagerung, die als ziemlich bedeutend 
zu betrachten ist. 


Versuch I. 


Das Futter war vom 30./9. 07 bis 5./10. 07: Fett = 200 yg, Cellu- 
lose -= 30 g, Zucker = 10 g, Stirke = 10g, Salze = 5 g. Vom 5.10 


') Die Versuche wurden an Ratten angestellt; mit Bezug auf di 
Methodik siehe V. Henriques und C. Hansen, Uber Eiweifsynthese 
im Tierkérper, Diese Zeitschrift, Bd. XLII 
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17.10. war das Futter: Pankreas-Erepsin-verdauter Stoff 6 Stunden 


bis 
im Wasserbade mit 20°%oiger H,SO, gekocht = 15 g, Cellulose = 6 g, 


Zucker = 5 g, Stiirke = 5 g, Fett = 38 g, Salze = 3 g, Prozent-N = 2,38. 

















g o N g } o N ‘a . 
Ge- . pe Se — a ts | wees " 
| wicht wutter nommen  Urin Faeces N abgesetzt 
30./9.07 | 124 — — — — 
L/10. | 118 0 0 105 _- -—- 
2 115 5 0 86 , m - 
3 111 5 0 66 13.6 79.6 ~ 796 
t. — 109 dD 0 60 19,1 79,1 — 79,1 
d. 110 5 119 105 17,2 122,2 - 32 
i. 110 5 119 87 23,0 110.0 L 90 
7 110 Bs) 119 86 13.4 Y94 — +- 19,6 
&, — «110 dD 119 83 22,2 105,2 -+- 13.8 
4, meee BS) 119 88 12,3 100.3 5 -+- 18,7 
10. 110 ) 119 9S 25,6 11,6 +- Of4 
11. 111 dD 119 96 15,8 1118 , + 7,2 
[2 Hd dD 119 82 17,0 99,0 \- 20,0 
13. 112 a 119 8d 20,0 105.0 - 14,0 
4. | iii 7») 119 U8 20,0 1&0 | + 1,0 
Ld. | Lil dD 119  &4 16,2 100,22.) -+ 18,8 
16. ~ 108 1.7 WD 63 14,2 77,2 ~ 36,7 


In dem Versuche Il wurde derselbe sticksto(fhaltige Stoff 
anvewandt wie im Versuch I. Das Ergebnis ist dasselbe: in 
16 Tagen werden 239,1 mg N im Korper abgelagert (mithin 
14,9 mg per Tag). Wiihrend der beiden letzten Tage wurde 
als Stickstoffquelle Gliadin benutzt, was die Stickstoffablagerung 
zum Aufhoren bringt; der Kérper verliert wiihrend der zwei 
lage, wo das Tier das Futter fribt, im ganzen 18,9 mg N. 
Ich werde mich hier nicht niher auf dieses Verhalten  ein- 
lassen, sondern nur bemerken, daB auch andere Versuche an- 
deuten, daB das Stickstoffgleichgewicht sich wohl kaum ( wenigstens 
sehr schwierig) weder durch Gliadin noch durch Zein erzielen labt. 





lose 


6 g, Zucker 


12 g, Stirke 


Versuch II. 


Das Futter war vom 7./11. 07 bis 12./11. 07: Fett = 42 g, Cellu- 
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15 g, Salze 





= 3g. Dann 12,/11. 


bis 28/11. war das Futter: Pankreas-Erepsin-verdauter Stoff, 6 Stunden 














mit 20° .iger H,SO, gekocht = 20g, Cellulose == 8 g, Zucker == 7 ¢, 
Stirke == 6 g, Fett = 50 g, Salze = 4 g, Prozent-N = 2,60. Dann 28/11 
bis 30./11. war das Futter: Gliadin = 15 g, Cellulose = 8 g, Zucker - - 7 g, 
Stirke g, 60 g, Salze 3g, Prozent-N = 2,54. 
g : mg N mg N | mg N | Total- | x 
Ge- aufge- mM in den | 
| wicht Putter nommen — Urin | Faeces | N | abgesetzt 
7./11.07 150 _ —_ | — — | 
8. 130) () Q) 76 | 
Q. 140 5 0) 115 | — == - 
10. 137 Dd 0) 31 23,7 54,7 4,7 
L1. 136 ) 0) 38 7.8 10,8 15.8 
12. 139 | Ay 143 85 14,7 99,7 | +. 433 
13. 140) D,{ 14:3 80 22 4 102.4 | +t. 40,6 
14. 138 5, i 143 118 16,2 134,2 | + 88 
15. 142 dD, 143 117 11,0 128.0 | + 150 
16. 14d Dé 143 151 15,9 166.9 | 23.9 
17 144 5, i 143 111 13,6 124.6 | 184 
18. 145 Di 143 72 22.8 94,8 | + 482 
19. ‘7 5, 1433 136 11.7 47,7 | > 47 
20 150 »,! 143 70 15,8 858 , + 572 
21 150 | 5, 143 71 219 | 1929 | = 499 
22 148 di 143 Qi) 158 | 1058 | + 372 
23. 150 5,! 143 99 17,5 | 1165 | + 265 
24. 150 | 5. 143 143 174 | 1604 | + 174 
25 149 »,! 143 112 25,0 137.0 | + 60 
26 150 5, 143 115 18,9 133,9 | +. 9] 
27 151 | 55 | 148 101 173 | 1183 | + 247 
28. 1b1 5, 139.7. | 126 25,0 | 11,3 





130 
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Versuch III. 


Vom 13.;11. 07 bis 20,/11. O7 war das Futter: Fett == 42 g, Cellulose 
6 g, Zucker = 12 g, Stirke = 15 g, Salze = 3 g. — Vom 20/11. 07 
bis 25/11. O7 war das Futter: Witte-Pepton, 3 Tage mit Trypsin ver- 


daut, dann 6 Stunden mit 20°/oiger H,SO, im Wasserbade gekocht = 25 g, 














Cellulose = 9 g, Zucker = 8 g, Stiirke = 8 g, Fett = 60 g, Salze = 5g, 
Prozent-N == 3,17. 
! g : mg N | mg N | mg N Total- | N 
| Ge- aufge- im in den 
| wieht puter nommen Urin | Faeces N | abgesetzt 
my | | | 
13.11.07] 167 | an = 
rr Q 0 0 8B ii _ 
L5 144 | 0) 0) 84 ° | 
lt 145 | 0 0 / 14.6 ) | 2 
17 44 | 5,5 0 42 | 13,5 99,5 | — 55,5 
Is. 141 | 5,5 0) | 43 , 203 63,3 | — 63,3 
ty 143) 55 0 | Bb 7,7 7 | + 443 
| 
20) | 143 / 5,5 1744 | 123 | 153 1383 | -++ 361 
oy 1145 55 | 1744 | 140 | 202 | 1602 | + 142 
22 | 145 55 174.4 | 143 |! 279 170.9 | 1 3,5 
23, 1 146 | 55 | 1744 | 145 | 165 161.5 | + 12,9 
4 | 146 54 171,2 1B5 15.0 150,0 | + 210 


In dem Versuche III kam ein Praparat zur Verwendung, 
welches dadurch hergestellt wurde, dab erst Witte-Pepton 
3 ‘Tage lang mit Pankreatin verdaut und die Verdauungsprodukte 
darauf 6 Stunden hindurch mit 20°/oiger H,SO, im Wasser- 
bade erhitzt wurden. Die Formoltitrierung ergab, dab der ge- 
wonnene Stoff 1,88°/o N (Nr. 3) enthielt, die sich noch ab- 
spalten lieBen, d. h. das Witte-Pepton ist fast vollig gespalten 
worden. Nur 5 Tage fraB das Tier das Futter ganz auf, 
wihrend dieser 5 Tage setzte es aber betriachtliche Mengen N 
iin Kérper ab, néimlich im ganzen 87,7 mg (mithin 17,54 mg 
per Tag). 











420 V. Henriques, 


Versuch IV. 


Das Futter war vom 24./10. 07 bis 29./10. 07: Fett = 42 g, Cellulose 











6 g, Zucker == 12 g, Starke = 15 g, Salze = 3 g. — Vom 29./10. bis 
11./11. war das Futter: Pankreas-Erepsin-verdauter Stoff, 17 Stunden 
im Wasserbade mit 25°/oiger H,SO, gekocht = 15 g, Cellulose = 5 g, 
Zucker 5 g, Stirke » g, Fett = 38 g, Salze = 3 g, Prozent-N 
== 2.54. 

g . mg N mg N mg | Total- N 
Ge- aufge- nD in den 
_wicht Futter nommen  Urin Faeces N abgesetzt 
‘ 
24./10.07 118 a re | 
25. 104 0 () 9] —- {| — | 
26. 103 1D ) 64 
27. 100 4,5 0 49 10.6 596 | = 596 
2s. 98 4D Q) dd 13,8 68,8 | — 68.8 
29, 9Y 4,5 1143 109 153 1243 | = 10,0 
30. 99 | 4,5 | 1143 113 265 139.0 | > 24,7 
31. gy 4.) 114.3 117 32 149.0 — 347 
1/11. gy iD 114.3 111 19 130.0 | — 15,7 
_ LOO D 127 120 39.6 155.6 | = 286 
3. 100 5 127 108 40 148.0 | -- 210 
4. QS 5 127 138 30,1 168, 1 ~ 41,1 
5. hy) dD 127 122 14 136,0 - 90 
6. gy) ) [27 112 33.1 1451 | + I! 
7. 99 5 | 127 111 4) 1500 | ~ 23.0 
8. 99 dD 127 112 29,1 141,1 > 14,1 
Q), 100 5 127 112 34.6 146,6 — 19,6 
10. 96 2.3 58,4 68 18,4 86,4 | = 280 


Dieser Versuch wurde angestellt, um zu erfahren, ob eine 
lingere Einwirkung von 25°/olger H,SO, imstande sei, die Faliz- 
keit der (durch Trypsin-Erepsin) véllig gespaltenen Proteine. 
das Stickstolfgleichgewicht des Kérpers zu erhalten, aufzuheben. 
Der angewandte stickstoffhaltige Stoff ist derselbe wie der in 
den Versuchen | und II benutzte, nur dauerte die Erwiirmung 
mit Schwefelsiiure nicht 6, sondern 17 Stunden.: Die Formol- 
titrierung ergab > 4,15°/o noch abspaltbaren Stickstoffs. (Siehe 
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oben Nr. 9.) Das Resultat ist sehr charakteristisch, indem die 
lange Behandlung mit Siéure die Fihigkeit des Stoffes, das 
Stickstoffgleichgewicht zuwegezubringen, giinzlich aufgehoben 
hat. Wiahrend der 12 Tage, wo das Futter ganz verzehrt 
wurde, betrug die gesamte Stickstoffabgabe 256.6 mg, was 
einem téglichen Verlust von 21,6 mg N entspricht. 


Versuch V. 


Vom 3./12. 07 bis 7.12. 07 war das Futter: Fet! t2 g, Cellulose 
6 g, Zucker = 12 g, Starke = 15 g, Salze = 3 g. Vom 7, 12. bis 


20,12. war das Futter: Alkoholextrakt aus Pankreas-Erepsin-verdautem 
stoff, 6 Stunden mit 20° oigem H,SO, im Wasserbade gekocht = 18 g, 

















Cellulose = 8 g, Zucker = 7 g, Starke = 6 g, Fett DO g, Salze 
t g, Prozent-N == 2,40, 
g ; mg N mg N mg N Total- N 
Ge- aufge- im in den ; 
wicht Futter nommen  Urin laeces N abgesctzt 
5./12.07, 170 - — - — 
i 162 () () 76 
5 160 6.5 () 72 
t; 157 6.5 () 59 17.9 THD — 76.5 
7 157 6.5 Ld6 105 30.4 135.4 -- 20.6 
S, 159 6.5 156 122 37.3 159.3 > ae 
4 | 159 | 65 156 137 32.1 169.1 | > 13,1 
LV. L60 6.5 156 114 34,4 148.4 +- 7,6 
1] 160 6.) 156 144 50.2 174.2 182 
{2. | 162 6.5 156 121 27.5 148.5 + 75 
13. 164 6.5 156 120 23.4 143.4 -+- 12.6 
4 _ 162 6,5 156 154 56,4 190.4 ~ 34,4 
lb 164 6.5 156 O65 34,2 130.2 1. 25.8 
Lt, 165 6.5 156 132 33,0 1653 —- 93 
17 166 6.5 id6 125 27.4 152.4 -+- 3,6 
Is | 167 | 65 156 115 25.0 1400 + 16,0 
Iu 167 6,5 156 112 28,3 1440.3 -+- 15,7 


Der im Versuche V angewandte stickstoffhaltige Stoff wurde 
durch 6 stiindiges Kochen der in 96° Aikohol léslichen Bestandteile 
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pankreas-erepsinverdauten Stoffes im Wasserbade mit 20°/oiger 
H,SO, hergestellt. Es erwies sich, dah der Stoff vollig gespalten 
war, indem die Formoltitrierung + 1,63°/o noch polypeptid- 
gebundenen Stickstoffs ergab. (Siehe Tab. Nr. 12.) Das Re- 
sultal des Versuches wird, dafi das Versuchstier wiihrend der 
13 Tage, wo es das Futter aufgefressen hat, im Koérper im 
ganzen 31,1 mg N oder 2,4 mg per Tag abgelagert hat. 

Aus den hier angeftihrten Versuchen geht hervor, dal 
Fiitterung mit vollig gespaltenen Albuminstoffen als einzige 
Stickstoffquelle nicht allein imstande ist, das Stickstoffgleich- 
gewicht im Korper herzustellen, sondern sogar eine reichliche 
Stickstoffablagerung bewirken kann. Ferner zeigen die Ver- 
suche, daf diejenigen Spaltungsprodukte, die durch eine inten- 
sive Trypsin -}- Erepsin-Einwirkung entstehen, die genannten 
Kigenschaften behalten, selbst wenn sie 6 Stunden lang = im 
siedenden Wasserbade mit 20°/oiger Schwefelsiure  erhitzt 
werden. Eine 17stitindige Erhitzung entzieht aber den Spaltungs- 
produkten die Fiihigkeit, den K6rper im Stickstoffgleichgewichte 
zu erhalten. Was diesen Unterschied bewirkt, ist es noch 
nicht méglich zu sagen. Doch gibt es einen Umstand, der in dieser 
Bezichung vielleicht von grober Bedeutung ist, nimlich das Unter- 
bleiben oder Eintreten der Tryptophanreaktion.!) Untersuchi 
man die Spallungsprodukte, die imstande sind, das Stickstoll- 
gleichgewicht herzustellen, so zeigen sie siimtlich eine seli 
ausgesprochene Reaktion auf Tryptophan, die dagegen in solchen 
Fiillen, wo das N-Gleichgewicht sich nicht zuwegebringen liel. 
giinzlich unterbleibt.2) Die schonendste Weise, vollige Hydro- 
lyse von Proteinstoffen hervorzurufen, besteht deshalb gewil 
darin, erst mit Trypsin, darauf mit Erepsin zu verdauen und 
dann schlieblich die gebildeten Spaltungsprodukte ca. 6 Stunden 
lang im Wasserbad mit 20°/oiger H,SO, zu erwaérmen. 


'! Ausgefiihrt nach Hopkins und Cole, Proceed. Roy. Society, 
Bd. LXVIIL. 

2) Uber die Bedeutung des Tryptophans siehe Journ. of Physiol. 
Bd. XXXV, Abhandlung von Willcock und Hopkins. 





Uber die Bindung von Kohlensdure durch amphotere 


Aminokorper. 
Il]. Mitteilung. 
Von 


M. Siegfried und ©. Neumann. 


\us der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Jauuar 1908.) 


In zwei friiheren Mitteilungen!) ist der Beweis erbracht 
worden, daB Amidosiuren und andere amphotere Amidokérper 
Kohlenséiure bei Gegenwart von Erdalkalien oder Alkalien 
unter Bildung von Salzen der Carbaminosiiuren entionisieren. 
Ks galt weiter festzustellen, in welchem Umfange diese Reaktion 
verlauft. Die bei der Reindarstellung der Kalksalze einer An- 
zahl von Carbaminosiéuren erhaltenen Ausbeuten machten es 
wahrscheinlich, dal} wenigstens in den meisten Fiillen unter 
den gegebenen Kbedingungen quantitativ die Amidosauren in 
die Salze der Carbaminosiéuren tibergefiihrt werden. War aber 
dies der Fall, dann lief sich die Carbaminoreaktion zu Konsti- 
tulionsbestimmungen verwenden. Schon die von dem einen?) 
von uns festgestellte Tatsache, daf Asparagin nicht mit der 
Siiureamidgruppe und Arginin nur mit der Aminogruppe der 
Seitenkette reagiert, hatte das verschiedene Verhalten ver- 
schiedener Aminogruppen gezeigt. 

Die Frage, ob aus einer einfachen Aminosiiure, z. B. 
Glykokoll, bei Gegenwart von Kalkhydrat durch Kohlensaure 
quantitativ das Kalksalz der Carbaminosaure entsteht, laBt sich 
dadurch beantworten, dai man in der Lésung des Kalksalzes 
erstens die Menge der gebundenen Kohlensiiure durch Er- 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV,S. 85 u. Bd. XLVI, S. 402. 
*) M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 407 u. 410. 
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mittelung des beim Kochen der filtrierten Losung abgespaltenen 
Calciumearbonates und zweitens den Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl bestimmt. Dividiert man die erhaltenen absoluten 
Zahlen durch das Molekulargewicht des Calciumearbonates 
bezw. durch das Atomgewicht des Stickstoffes, so erhalt man 
Werte, welche angeben, wieviel Molektile Kohlenséure den 
Stickstoffatomen entsprechen. Setzt man ferner den fiir Kohlen- 
siure erhaltenen Wert = 1, so erhélt man durch Division den 
Quotienten — 

Die durch den Versuch bestimmte Zahl x gibt somit an, 

wieviel Stickstoffatome der Verbindung 1 Molekiil aufgenommener 


CO, entsprechen: z. B. wird x = 1, der Quotient "hes 1 sein, 


wenn Glykokoll quantitativ in das Salz der Glykokollcarbou- 
siiure tibergefiihrt wird. Beim Arginin wird, wenn nur die 
Amidogruppe der Seitenkette und diese quantitativ reagiert. 
x — 4 und der Quotient ! sein, 

Die Bestimmung des Quotienten ist ferner wertvoll zi 
Feststellung, ob ein Gemenge von Eiweibspaltungsprodukten 
oder eine Verbindung derselben vyorliegt, denn durch die 
Spaltung einer Peptidbindung wird der Quotient vergrobert 
Es laéBt sich deshalb auch durch Bestimmung des Quotienten 
ermitteln, ob cine Substanz, ein Pepton oder Kyrin oder Peptid 
durch Enzyme gespalten wird, und schlieblich kann man den 
Verlauf von proteolylischen Spaltungen an der Hand der be- 
stimmungen dieses Quolienten, der mit fortschreitender Ver- 
dauung wiichst, kontrollieren. Die letztere Anwendung de! 
Methode wird im Einverstiindnis mit dem einen von uns vol! 
anderer Seite ausgearbeitet. 


a4 


C 
I. Die Methode der Bestimmung des Quotienten N- 


A. Die Ausfitihrung der Methode. 


~ 


Von der zu priifenden Substanz werden 0,1 bis 0,9 2 
in ea. 50 cem Wasser geldst. Je reicher die Substanz iat 
reagierenden N-Gruppen ist, um so geringer kann die anz!'- 
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wendende Menge sein: jedenfalls nimmt man soviel Substanz, 
dal) die Menge des beim Kochen des Filtrates erhaltenen 
Niederschlages von Calciumcarbonat wenigstens 0,1, am besten 
ea. O,2 g betriigt. Zu der in Eiswasser abgekthlten Lésung 
gibt man einige ‘Tropfen einer  frischbereiteten LOsung von 
Phenolphtalein in Kalkwasser und ca. 10 ccm ebenfalls abge- 
Kiihlte Kalkmilch (200 ¢ Atzkalk aus Marmor in 1 1 Wasser). 
Van leitet unter stetigem Umschwenken Kohlensiiure ein, bis 
die rote Farbe des Indikators fast verschwunden ist, gibt ca. 
{0cem Kalkmilch hinzu, leitet wieder wie vorher Kohlenséure 
his zum Verblassen der roten Farbe ein, gibt wieder ca. 10 com 
Kalkmileh hinzu, leitet wieder Kohlensiiture wie vorher ein und 
<-hiittelt nach weiterem Zusatze von ca. 20 com Kalkmilch 
kriiftig durch. Wiihrend des ganzen Versuches wird gut’ in 
Miswasser gektihlt: als Reaktionsgefiif}S verwendet man am vor- 
leilhaftesten ein Pulverglas mit eingeschliffenem Stopfen.  [ie- 
rauf wird auf einer kleinen Nutsche abgesaugt, das Filtrat, 
welches vollig klar sein muf, in einen ca. 500 cem fassenden 
Erlenmever tbergefiihrt und mit ca. 150 cem ausgekochten 
Wassers vermischt. Der Erlenmeyer wird sogleich mit einem 
Gummistopfen verschlossen, durch dessen Bohrung ein nach 
ubwiirts umgebogenes Natronkalkrohr gefiihrt ist. Der Kolben 
wird zum Sieden erhitzt. Nach Erkalten des Inhaltes wird 
wil gewogenem Gooch- oder bequemer Neubauer-Tiegel ab- 
gesaugt, hierbei der Kolben. sorgfiiltigst mit einem Gummi- 
wischer von etwa anhaftendem Calcitumearbonat befreit. Nach 
Auswaschen mit kallem Wasser wird der Tiegel bei etwa 
120° getrocknet: die Gewichtszunahme desselben gibt das ge- 
suchte Gewicht Calciumecarbonat an. 

Das Filtrat vom Calciumearbonat wird nach Zusatz von 
20cem Schwefelsiiure und etwas Kaliumsulfat in einem 500 cem 
‘issendem Kjeldahlkolben eingedampft und schlieblich unter 
Zsatz von Kaliumpermanganat fertig kjeldahlisiert. Man erhiilt 
-o die gesuehten Kubikzentimeter n/10-Siiure. 

Auber amphoteren Aminokérpern sind von uns auch 
Ammoniak und Amine untersucht worden. Bei diesen Kérpern 
eriihrt die Methode wegen der Fliichtigkeit der Substanzen 
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dadurch eine Modifikation, daB das Filtrat vom Kalkmilch- 
niederschlage im Mafkolben aufgefiillt und in gleiche oder 
aliquote Teile geteilt wird, von denen der eine Teil zur N-Be- 
stimmung, der andere zur Bestimmung des Calciumcarbonates 


verwendet wird. 


Bb. Die Berechnung des Quotienten. 


CO, . ae 
N  oibt das Verhiiltnis der aufgenommenen 
Molekitile Kohlensiiure zu den Atomen Stickstoff der Verbindung 


Der Quotient 


an. Setzt man 

oO, 4 

N x 
so gibt x an, wieviel Atome Stickstoff auf 1 Molekiil aufge- 
nommener und abspaltbarer Kohlenséure kommen. 

Die Zahl x wird aus den gefundenen Werten fiir CaC0, 
und N folgendermaben berechnet: Die erhaltenen Gramm 
Calciumcarbonat liefern die molekulare Menge Calciumcarbonat 
resp. Kohlensiure durch Division mit dem Molekulargewicht 
des Calciumearbonates = 100,1, also: 

g CaCO, 

100,1 
ebenso wird die atomistische Menge Stickstoff durch Division 
der gefundenen Gramme Stickstoff durch das Atomgewicht des 


. 
? 


Stickstoffs gefunden, also: 


cem ®/,o-Saiure * 0,00141 : oe 
: i = cem ®;40-Sdure >“ 0,0001 = b 


14.1 
ferner: CO, a 
; *.°?™ Ms 
CO, at b 
i eae 
a 
Beispiel: Gefunden CaCO,: O.1810 ¢ a = 0,001808 
> cem "10-5 17,7 b = 0,00177 
x = O98. 


C. Bemerkungen zu der Methode. 


Bei den ersten, mehrere Jahre zuriickliegénden Bestim- 
mungen, von denen vor etwa Jahresfrist einige mitgeteil! 
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waren,!) war nach dem letzten Zusatze von Kalkmilch nicht 
yur Sittigung mit Kalkhydrat kraftig geschiittelt worden; in 
diesem Falle ist es nicht notwendig, das Filtrat vom Kalk- 
milechniederschlage vor dem Aufkochen zu verdiinnen. Die an 
zitierter Stelle angefiihrten, spiiter angestellten Kontrollversuche, 
bei denen das Filtrat verdiinnt worden war, hatten die gleichen 
Werte, wie die Versuche ergeben, bei denen das Filtrat nicht 
verdinnt worden war. Trotzdem gibt die Methode ohne 
nachheriges Verdiinnen mit ausgekochtem Wasser nicht immer 
richtige Resultate. Denn ein Uberschu8 von Kalkhydrat ist 
bei vielen Substanzen nétig, namlich bei solchen, welche mehr 
gegen Kohlensaiure reagierende N-Gruppen enthalten, als Car- 
boxylgruppen, z. 6b. Lysin, wiithrend die vollig amphoteren 
Verbindungen, wie die Monoaminomonocarbonsiiuren oder die, 
welche mehr Carboxylgruppen als reagierende N-Gruppen ent- 
halten, wie die Monoaminodicarbonsiuren, ohne Verbrauch von 
Calclumoxydhydrat aus der Loésung beim Kochen_ sich zer- 


setzen, Zz. B.: 


rR — NiHLcoo R — NH, 
| / +H,O = | +. CaCO, 
coe — Cs COOH 


verbrauchen die erstgenannten Substanzen Calciumoxydhydrat 
wus der Losung, z. B.: 


— NH coo | Ca — NH 
R . ee fick. OH = 2 | 9C0O.Ca. 
h NH COO l H,O 5) YH " NH, de 1 
‘COO Ca COOH 
» 


Wiirde hier ein UberschuB von Calciumoxydhydrat in 
der Losung fehlen, so wiirde freie Kohlensiiure entweichen 
uid somit zu wenig Calciumearbonat gefunden werden. In 
solchen Fiillen verblabt héufig die Farbe des Indikators beim 
Kochen. Ist aber das Filtrat vom Kalkmilchniederschlage mit 
Culclumoxydhydrat gesiittigt, so ist in den Fillen, wo die 
Substanz nicht Calciumoxydhydrat aus der Loésung verbraucht, 
eriorderlich, das Filtrat zu verdiinnen, da sonst beim Erhitzen 
Calclumoxydhydrat mit ausfallt, das sich auch beim nachherigen 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 172. 
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Erkalten nicht véllig dst. Denn Calciumoxvdhydrat ist’ in 
heifem Wasser schwerer ldslich als in kaltem. Somit ergibt 
sich das fiir alle Fiille brauchbare Verfahren, vor dem Ab- 
saugen mit Kalkmilch gut durchzuschiitteln und das Filtrat 
mit dem gleichen bis doppelten Volumen Wasser zu verdtinnen. 

Kin zweiter wichtiger Punkt ist die Vermeidung von A|- 
kohol.!) Es wird der Indikator, Phenolphtalein, in Kalkwasser 
gelost verwendet. Blinde Versuche mit einem Tropfen alko- 
holischer Indikatorldsung gaben keine bemerkbare Triibung beim 
Kochen. Diese tritt schon schwach bei Verwendung von zwei 
Tropfen auf und nimmt bei Zusatz von mehr Alkohol zu. 

Merkwiirdigerweise wurden bei einigen Substanzen, z. b. 
Kyrinen, die gleichen Werte, welche spater mitgeteilt: werden 
sollen, erhalten, gleichviel ob alkoholische Phenolphtaleinl6sung 
verwendet wurde oder kalkalkalische, wiihrend bei den meisten 
Korpern, namentlich bei Peptonen und Peptiden, grofe Unter- 
schiede gefunden wurden. Auch hier verhalten sich verschiedene 
KOrper verschieden, indem bei einigen etwas mehr oder weniger 
Alkohol keinen Unterschied bewirkt, sodab der Wert fiir x 
durch Verwendung alkoholischer , Phenolphtaleinlésung Ounz, 
gleichmiibig erniedrigt wird, wihrend andere bei Verwendung 
einiger Tropfen Alkohol) ganz wesentlich niedrigere Werte 
graben. 

Die autfallende Reaktion, daft Alkohol in groBen Ver- 
diinnungen nach Einleiten von Kohlensiiure bei Gegenwart you 
Kalkhydrat und nachherigem Aufkochen Calciumearbonat liefert, 
beruht zweifelsohne auf der Bildung von Verbindungen, be! 
denen die Kohlensiure organisch gebunden ist. Denn wenn 
man nach wiederholtem Einleiten von Kohlensiiure bei Gegen- 
wart von Kalkmilch vor dem Absaugen nicht mit geniigen le! 
Menge Kalkmilch geschiittelt hat, so wird das Filtrat, das vol 
dem Kochen stark alkalisch reagiert, beim Kochen sauer uni 
es entwickelt viel Kohlensiiure. Diese Erscheinung entspric!i! 
vollig dem Verhalten von z. b. iithylkohlensaurem Salze: 

2CH,CHz) 6 =O 9c, + HOH = 2CH,CH_,, + CO,Ca + CO 


~) 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. LID, S. 506. 
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Bei geniigend vorhandener Menge iiberschiissigen Kalk- 
hydrates hingegen wird alle abgespaltene Kohlensiure gebunden: 
2 CHC _ =O OCa + Ca pe 2 2CH, Ceo, +- 2C0,Ca. 

2 

Wiire etwa Caleciumearbonat durch den Alkohol «colloid » 
ceworden, so fiinde dieses Verhalten der Filtrate keine Er- 
kliirung, man miubte denn die Existenz colloiden Calcium- 
bicarbonates, das in gesiittigter Kalkhydratlosung  besténdig 
wire, annehmen. 

Ferner haben Versuche, mit welchen Herr Howwjanz 
in hiesigen Laboratorium beschiiftigt ist, fiir den Methylalkohol 
ergeben, dafi schon bei Gegenwart von 0,05 g Methylalkohol 
in 100ccm wiisseriger LOsung fast quantitativ '/2 Molektil Kohlen- 
siure von 1 Molekiil Methylalkohol aufgenommen und beim 
nachherigen Kochen abgespalten wird. Bemerkenswerterweise 
hort dieser Parallelismus zwischen gebundener Menge Kohlen- 
siiure und vorhandener Menge Methylalkohol, der von der Kon- 
zentration 0,05°/o Methylalkohol mit zunehmender Konzentration 
fortbesteht, bei der Konzentration 0,3°/o Methylalkohol auf, 
sodaBb bei allméhlich weiteren Konzentrationen weniger als 
'» Molekiil CO, auf 1 Molekiil Methylalkohol erhalten werden. 
ks hat den Anschein, als ob hier die allgemeinen Gesetze ver- 
diinnter Lésungen in bBetracht kamen. Die Fortfiihrung der 
Versuche kliirt diese Reaktion hoffentlich auf. 

Ebenso wie einwertige Alkohole verhalten sich auch mehr- 
wertige, bis zu einem gewissen Grade auch verschiedene Zucker 
und Oxysduren, z. b. Milchsiure. Die Milchsiure nimmt bei 
Gegenwart von Kalkhydrat relativ viel Kohlensiiure auf. So 
wurde bei Versuchen, welche der eine (S.) von uns mit um- 
krystallisierten, krystallwasserfrei getrocknetem Calciumsalze 
der Girungsmilchsiiure, das nach der Ca-Bestimmung rein war, 
inter gleichen Bedingungen, bei denen der Quotient bei Amino- 
kKorpern bestimmt wird, gegen 30°/o der fiir 1 Molekiil Kohlen- 
suure berechneten Menge CaCO, erhalten. Bei dieser vorliiu- 
igen Mitteilung der Hydroxylkohlensiiurereaktion sei bereits 
darauf hingewiesen, daf dieser Reaktion von hydroxylhaltigen 
Korpern, die so verbreitet im pflanzlichen und tierischen Or- 


pe 
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ganismus sind, eine biologische Bedeutung zukommen diirfie. 
die ahnlich der der Carbaminoreaktion ist. ') 


II. Ergebnisse der Methode. 


Die gepriiften Aminosiiuren waren teils von der Firma 
Kahlbaum bezogen und wurden fast durchgiingig dreimal um- 
krystallisiert, teils waren sie selbst dargestellt. In allen Faillen 
wurde ihre Reinheit durch N-Bestimmung resp. Schmelzpunkt- 
und Léslichkeitsbestimmungen kontrolliert. Das verwendete 
Phenylglykokoll besab zwar den Fp. 118—119° anstatt 126 
bis 127°, war aber nach der N-Bestimmung rein. 

Arginin, Lysin und Histidin waren aus Rinderblutkérperchen- 
brei durch Zersetzung mit Salzsiiure dargestellt, Arginin als 
Argininnitrat isoliert und kontrolliert, Lysin als Dichlorid, Histi- 
din als Base. Vor der Bestimmung des Quotienten wurde das 
Argininnitrat tiber das Phosphorwolframat in die Base tiber- 
geftihrt. 

Folgende Tabellen I und Il enthalten die Resultate. 

Diese Resultate zeigen, dali die Aminogruppe der ali- 
phatischen Aminosiuren quantitativ in die Carbaminogrup)e 
libergefiihrt wird: das gleiche gilt ftir die methylierte Amino- 
gruppe des Sarkosins. Im Histidin reagiert nur die N-Gruppe 
der Seitenkette, die N-Atome des Imidazolringes nicht; ebetso 
verhalten sich die Phenylaminoessigsdéure und das Phenylalanin 
wie reine aliphatische Aminosauren. Hingegen reagieren aro- 
matische Aminosiuren, d. h. solehe, welche den Stickstoff mit 
Kernkohlenstoff verbunden haben, wie die Aminobenzoesiiuren 
und das Phenylglykokoll, nur unvollkommen. Bei diesen Ver- 
bindungen wird sich unter anderen Versuchsbedingungen der 
Reaktionsverlauf studieren Jassen und man wird so zu weiter 
differenzierten HKesultaten gelangen. 

Man sieht also, dafB man mit Hilfe der einfachen He- 


4 ). e - 
\ leicht feststellen kann, ob eine. 


einen aromatischen Kern enthaltende Aminosiiure den Kern 


stimmung der Quotienten 


M. Siegfried. Diese Zeitschrift. Bd. XLIV. S. 95. 
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Tabelle I. 


Aliphatische Aminosauren. 

















Ver- wera — x der 
Gefunden Gefunden —. x 
wen- ein- 
dete Calo, Nito-S. zelnen 
Menge Ver-  Mittel 
In g dmg ccm suche 
' 3 522( 32,15 OO 
Glykokoll ' pe 2,15 | 1,00 | 101 
O35 3)dD0 36,68 1,03 
tics 25 2907 287 0,9 
Sarkosin npg we st 1,00 
O14 1660 16,7 1,01 
, Q), Q — x 
Betain ‘a x 
0,2 1) = o 
0.2 | 1203 11,7 0,98 — 
Phenylaminoessigsaure Q),2 1096 11,0 LO 1,00 
O15 815 8.4 1.03 
, ; Q),2a 64: ) O98 . 
i-Alanin ' . 1648 16,1 9 O98) 
0,25 2640 26.0 O99 
le ) rlal- , ») os q a ( ’ . 
i-Phe nylalanin 0.20 1015 7 =| O96 0.985 
Phenyl-a-Aminopropionsdure) 0,20 995 1Ol  } 1,01 
; 0,20 970 9.3 OS 
i-Aminovaleriansiiure it “ip a O99 
0,20 2505 | 24,95 1.00 
Leucin 0,25 1460 13,8 OIF | Kans 
i-Aminoisobutylessigsiure) 0.25 2630 25,5 0,97 ) 
iy Aa 0), 335 38,7 2 
Histidin | 38,4 ) 2091 
0.15 1870 D4,5 2,92 
— Q,2 44 3,2 0,92 sia 
l-Asparaginsiure L440) sie Odo 
),2 1060 10,5 0,99 
0,2 200 23,15 9 tn 
]-Asparagin 120% 3,1 . 1,93 1,955 
0,2 1253 24,15 1.98 
. — 2 978 1 19 O99 . 
d-Glutaminsiiure ' sia o 0.995 
0,2 2185 21,75 1,00 
0.2 1315 13.05 O99 


d-Lysin 1.00 


(),2 1260 12.8 1.0 
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Tabelle II. 


Aromatische Aminosduren, 
Guanidin und Guanidinderivate, Harnstoff und Biuret. 











Verwen- 


Gefunden 


Gefunden 


X 





dete der ein- 
CaCO Niyo-S 
\ ” ise LA 8 / wa 7 : . 
lenge zelnen Mitte! 
in g ding cem Versuche 
0,25 SDS 98 2.74 
basinal ' 0.16 307 14,4 4,70 
O-AMMovenzoesaure 0.75 1032 62,75 6.09 — 
O.7) 20 44 | R.86 
0.24 1048 15,45 1.48 
a - O15 HO2 13,7 2,43 
m-Amimnobenzoesaure 1,00 2()32 46,3 2 OX as 
1.25 1160 73.8 6.36 
0,2 372 12.9 3,47 
p-Aminobenzoesiure 1.28 1820 69.25 3.99 
0.7) DOG 4S.7 Q G2 
Phenylglykokoll 0.8 12-4 20.7 4.88 
(Anilidoessigsiiure O.4 130 9,95 7.65 
7 4 Q) - *2 
Hippursaure x 
O.9 ) yt 
(;uanidincarbonat 0.2 0) — x oe 
Guanidinchlorid 0.2 () _ L x 
; (). 2 2140 &-4 3.93 ? ee 
Arginin it : a mi = 3,93 3,9bd 
25 1995 19.7 t.00 
‘ ().2 () — oe 
Kreatin x 
0.2 () — r 
‘ ().2 () — r 
Kreatinin x 
0.2 0 — o's 
: 0.2 () - nr 
Harnstoff x 
Aa ) —— OO 


Biuret 
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am Stickstoff oder am Kohlenstoff gebunden enthiilt, also zwischen 
Phenylglykokoll C,H,NH. CH, -COOH und Phenylaminoessig- 
jure C,H,CH, - NH, - COOH scharf unterscheiden kann. 

Die Hippursiiure reagiert nicht, wiahrend die Gruppe 
CO. bei den untersuchten Peptiden (siehe folgende Mit- 
teilung) bis zu einem gewissen Grade reagiert. 

Guanidin und seine Derivate Kreatin und Kreatinin geben 
viffallenderweise die Carbaminoreaktion gar nicht, ebenso rea- 
ciert Arginin nur mit der Aminogruppe der Seitenkette. Nicht 
reagiert ferner die Siéiureamidogruppe in Asparagin, Harnstolf 
und Biuret. 

Im Ansehlufi an die mitgeteilten Versuche wurde der 
Quotient bei Ammoniak und mehreren aromatischen Aminen 
bestimmt. Wie bereits oben angegeben (S. 425), mubte hier 
wegen der Fliichtigkeit der stickstoffhaltigen Substanz die Me- 
thode insofern abgeiindert werden, als nicht in dem ganzen 
Filtrate vom Kalkmilchniederschlage sowohl Calciumearbonat 
als Stickstoff bestimmt wurde, sondern, dab das Filtrat in 2 
sleiche Teile geteilt wurde, von denen der eine zur Bestim- 
mung des Caiciumecarbonates, der andere zur N-Bestimmung 
verwendet wurde. Deshalb mubten entsprechend gréBbere Mengen 
Substanz verwendet werden. [ier konnte natiirlich die eine 
Hilfte des Filtrates direkt mit Natronlauge destilliert werden. 

Diese Bestimmungen zeigen, dab primare und sekundiire 
Amine quantitativ reagieren, tertiive und quaterniire, wie zu 
erwarten, tberhaupt nicht. Entsprechend war (S. 431) beim 
betain keine Carbaminoreaktion erhalten worden. 


Versuche der Anwendung der Carbaminoreaktion auf 
die Glykoalbumose. 

Auf Veranlassung des einen von uns werden mit ver- 
<-hiedenen Albumosen Versuche angestellt, sie mit Hilfe der 
baryumsalze!) der Carbaminoalbumosen weiter zu trennen oder 
Zi reinigen. Als eine der wichtigsten Aufgaben erschien die 
Bearbeitaung der Glykoalbumose. War doch von den Ergebnissen 


') M. Siegfried. Berl. Ber... Bd. XXXIX, S. 387. 
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Tabelle If. 

















+ ¢ ‘ xX 
Gefunden Gefunden 





ion 1s x 
der ein- | 
Call ), N/pg-S. Ze e : 
3 a Inen Mitte! 
dmg eem Versuche 
1965 19,5 0.99 | 
Ammoniak : ae / = 1.00 
2125 21,75 1.002 | 
; 1322 15,15 0.99 
Monomethylamin es 1.00 
Lot) 16.0 1.02. 
2035 20,9 1,02 
Dimethylamin a se [00 
1970 19.55 0,99 
Trimethylamin 0 | — x x 
Tetramethylammoniumchlorid | () -- x x 
; | 1495 15,0 1,00 
Monoiithylamin writ mA | 1.01 
1749 17.9 1,02 
. | 1125 11,1 0.99 ; 
Didthvlamin : 0.905 
L020 10,25 1.00 
Triiithylamin () _ L x 
2563 25,7 1,00 
Butylamin io wie 1015 
1702 17.59 1.03 
‘87 ‘7 O97 
Diisobutylamin 1033 10.4 1,00 1,00) 
List 1i,6 1,02 


der Pickschen!) Albumosearbeiten zweifelsohne das das in- 
teressanteste, dafi er eine Glykoalbumose oder Glykoalbumose- 
fraktion isolierte, welche sich gegeniiber den Fiallungsreaktionen 
wie eine Deuteroalbumose verhilt und die doch, wie es scheint. 


' E. P. Pick, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 246, Bd. XXVIII 


S. 21% Hoffmeisters Beitr... Bd. Il, S. 481. 
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gleichzeitig mit den primiéren Albumosen bei der Pepsinver- 
dauung entsteht. Bei der Schwierigkeit der Darstellung der 
(ilykoalbumose ist es verstindlich, dah Pick nur sehr wenig 
reine’ Albumose erhielt und die Frage nach der Einheitlich- 
keit der Glykoalbumose nicht bearbeiten konnte. 

Die Glykoalbumose enthalt nur gegen 14°/o N. Es war 
zu erwarten, daf sie, wenn sie ein Gemenge war, bei der fraktio- 
nierten Carbaminofiillung in_ stiekstoffreichere und stickstoff- 
jymere Frakuionen gespalten werden konnte. 

Wir haben durch Verarbeitung mehrerer Kilo Witte pepton 
und sehr hiiufiges Umfallen sechlieblich 6 g Glykoalbumose von 
dem Verhalten der Pickschen Albumose und einem N-Gehalt von 
14.03°/o erhalten. Sie war aschefret. 

Versuch |. In die Lésung von 1g der Albumose_ in 
30 cem Barytwasser wurde unter guter Kiihlung mit Eiswasser 
Kohlensiure, bis Lackmuspapier kaum mehr gebliiut wurde, 
eingeleitet. Hierzu wurden 15 ccm eisgekiihltes, bei dieser Tem- 
peratur gesittigtes, Barytwasser gegeben, abgesaugt und mit 
30 cem der eisgekiihiten Mischung von 1 Teil bei gewohnlicher 
Tomperatur gesiittigten Barytwassers und 3 Teilen Wasser nach- 
cewaschen. Der Niederschlag wurde mit verdiinnter Ammonium- 
carbonatl6sung auf dem Wasserbade behandelt, das baryumfreie 
Fillrat eingedampft. Es blieben nur Spuren eines Riickstands 
zuriick. Das Filtrat wurde ebenfalls mit Ammoniumearbonat 
vom Baryum befreit und gab nach dem Trocknen tiber Schwefel- 
siure 0,895) g Riickstand. Die hieraus durch Alkohol gefillte 
Albumose besa6b den ursprtinglichen N-Gehalt: 

0.1345 g im Wassersiedeapparate bis zum konstanten Gewicht getrockneter 
Substanz erfordern 13,5 ccm "/t10-5. 14,05 °%/o N. 


Versuch II glich dem ersten. Aus dem Filtrate wurden 
O.S85900 ¢ Riickstand erhalten. Die mit Alkohol gefillte und wie 
oben getrocknete Albumose besafs denselben N-Gehalt wie in 
Versuch I, 


0.1162 g erfordern 11,7 com /10-S. == 14,10° 0 N. 


g 
Versuch IIIf wurde wie die vorigen Versuche mit 1 ¢g 
Albumose ausgefiihrt, jedoch wurden zur Lésung 60 ccm Baryt- 
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wasser genommen und in diesem noch 1,5 g fein gepulverten 
Barythydrates suspendiert. 

Aus dem Niederschlag wurden 0,0750 g Riickstand er- 
halten, aus dem Filtrate O,8050 g. 

Die hieraus gefiillte Albumose gab: 

O1085 ¢ erfordern 10.9 cem "/t-S. —-= 14,06°/o N. 

Der aus dem Barytniederschlag gewonnene Riickstand 
wurde nach dem Trocknen im Luftbade bei 100° direkt kjeldahii- 
siert und gab: 

0.0750 ¢ erfordern 7,4 cem "/io-S. = 13,81 °/o N. 

Die Versuche ergaben, dab in dem Filtrate der Carbamino- 
Baryumfiillung eine Albumose von dem gleichen N-Gehalte wie 
das Ausgangsmaterial vorhanden war und das tiberraschende 
Ergebnis, dab in dem Niedersehlage nur Spuren, bezw. in dem 
baryumcarbonatreichen Niederschlage des Ill. Versuches nur 
sehr geringe Mengen Albumose geblieben waren. 

Kntweder also bildet die Glykoalbumose oder Glykoalbu- 
mosefraktion kein schwerlosliches Baryumsalz der Carbamino- 
verbindung oder sie reagiert tiberhaupt nicht bei der Carbamino- 


reaktion. 


‘ 


Die Versuche der Bestimmung des Quotienten y Zeigten, 


dali das letztere der Fall ist, wodurch die Glykoalbumose sic! 
von den anderen bisher untersuchten Albumosen und Peptonen 
unterscheidet. 

In drei Versuchen wurden niimlich nach Kochen des Fil- 
trates vom Kalkniederschlag tiberhaupt keine Ausscheidungen 
von Caleiumcearbonat beobachtet. Entweder ist das Molekiil 
der Glykoalbumose, oder es sind die Molekiile der Glykoalbumose- 
fraktion so grof, dab sich x dem o sehr niihert. Oder es gil! 
liberhaupt keine reagierende N-Gruppe. 

Uns scheint, daB auch diese neuen Befunde eine weitere 
Bearbeitung der Glykoalbumose wiinschenswert machen. 








Uber die Bindung von Kohlensdure durch amphotere 


Aminokérper. 
IV. Mitteilung. 
Von 


M. Siegfried und H. Liebermann, 


\us der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Januar 1908.) 


Naechdem durch die Ill. Mitteilung das Verhalten einer 
Reihe von letzten Spaltungsprodukten der Eiweifikorper gegen- 
iber der Carbaminoreaktion festgestellt war und fiir verschie- 
dene stickstoffhalltige Gruppen Gesetzmiibigkeiten erkannt waren, 
konnte ein Schritt weiter gegangen werden und der Quotient 
un synthetischen Peptiden festgestelll werden. Die aus Mono- 
uminosiuren gebildeten Peptide enthalten eine Aminogruppe 
wud eine oder mehrere Peptidbindungen. Es fragt sich, sind 
auch die N-Atome dieser Peptidbindungen 

wt 

a 

| 
wustande, Kohlensiiure zu addieren? Die Beantwortung dieser 
Frage war besonders deshalb von Interesse, weil man, wenn 
die Peptidgruppen gegen Kohlensiure bei Gegenwart von Kalk- 
iydrat indifferent sind, eine pro Peptidbindung um 1 gréfere 
Zahl fiir x des Quotienten erhalten wiirde und man somit bei 
reinen Peptiden, sofern sie aus einfachen Monoaminosiiuren 
auigebaut sind, aus der Zahi x die Anzahl der Peptidbindungen 
erkennen wiirde. Der Vergleich der Quotienten, welche Peptide 
bekannter Konstitution geben, mit denen, welche Peptone, deren 
\onstitution unbekannt ist, geben, wird dann ein exakter Weg 
‘ur die Beurteilung der Konstitution dieser Kérper sein; und wenn 
lieser Weg auch noch nicht zur bestimmten Antwort fiihrt, wird 
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er doch engere, scharf vorgezeichnete Fragestellungen ergeben 
und so die Kléarung der Konstitution der Peptone befordern. 
Die Bestimmung des Quotienten _ bei Polypeptiden. 

Alle Peptide, mit Ausnahme des Leucylasparagins, das iiber 
Schwefelsiiure getrocknet wurde, waren vor der Ausfiihrung der 
Bestimmungen bei 110° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

CO, 1 | 
N Xx 
1. Glycylglycin. 
CH, - NH, «CO- NH- CH, - COOH. 

Aus Glykokollesterchlorhydrat Kahlbaum nach E. Fische: 
und E. Fourneau!') dargestellt. Fp. 285° korr. 

l. O2 g angew. S. gaben 0,1324 g CaCO, 23,7 cem 10-5. x = 1,74 
Hl. O38 0.2072 » 37,1 >» x = 1,79 

Die Bestimmungen zeigen, dal auf 1 Atom etwas weniger 
als 2 Atome N kommen. Die niichstliegende Erklaérung, welche 
durch die folgenden Versuche gestiitzt wird, ist die, dali die 
NH,-Gruppe des Glyeylglycins quantitativ, die Laktamgrupype 
bis zu einem gewissen Grade unter den gegebenen Umstiinden 
reagiert. 

Das Baryumsalz dieser unbestiindigen Glycylglycinearbon- 
siiure war schon friiher von dem einen?) von uns und spite! 
von Leuechs*) dargestellt worden. Es war damals gezeig! 
worden, dali es sich beim Erhitzen der wiisserigen Losung 
unter Bildung von Baryumearbonat und Glyeylglycin, das durcl 
N-Gehalt und Fp. identifiziert wurde, zersetzt. Wir haben den 
Versuch unter genau den Bedingungen, unter denen die be- 
stimmung des Quotienten ausgefiihrt wurde, wiederholt und 
haben hierbei das gewonnene Produkt nicht, wie dies frihe! 
geschehen war, vor der Analyse und Bestimmung des Fp. um- 
krystallisiert, sondern den Eindampfungsriickstand unmittelba! 
verwendet. Wiihrend also friiher nicht ausgeschlossen wal, 
dah aus dem Baryumsalz der Glyeylglycincarbonsiiure nebet 
Glycylglycin etwas Glyeylglycincarbonsiure entsteht, zeigt diese! 

') E. Fischer und E. Fourneau, Berl. Ber., Bd. XXXIV, S. 257! 

*) M. Siegfried, Berl. Ber., Bd. XXXIX, 5S. 399. 

}) H. Leuchs, Berl. Ber., Bd. XXXIX, S. 861. 
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Versuch, dafi das Baryumsalz der durch Aufnahme von Kohlen- 
sjiure gebildeten Glycylglycincarbonsaure vollsténdig in Baryum- 
carbonat und Glycylglycin zerfiillt. 

Versuch: 0,38 g Glyeviglycin in 50 cem Wasser mit Kalk- 
milch, Phenolphthalein, Kiskiihlung, Einleiten von CO,, Kalk- 
milch, Einleiten von CO,, Kalkmilch, Einleiten von CO,, Kalk- 
milch, abgesaugt. Das mit 100 cem Wasser verdiinnte Filtrat 
wurde aufgekocht, nach Zusatz von Ammoniumcarbonat bei 
7)—80° digeriert, Filtrat eingedampft und der Riickstand bis 
gir Gewichtskonstanz bei 110° getrocknet. Fp. korr. 284°. 
Substanz aschefrei. 


0.1274 ¢ S. verbr. 19,0 com "/10-S. 20,88 °/o N 
Berechnet fiir Glycylglycin == 21,21° 0 


Es unterlag somit keinem Zweifel, dali zwei vollig ver- 
-hiedene isomere Glycylglycincarbonsiéuren existieren. 

Die fiir x erhaltenen Werte lieben, wie oben gesagt, an- 
nehmen, dafs bei der Carbaminoreaktion die NH,-Gruppe des 
Glycylglycins vollstindig, die NH-Gruppe bis zu einem gewissen 
Grade reagiert. Wir erwarteten, dafi diese Annahme sich mit 
Hilfe der bestéindigen Glyeylglycincarbonsiure bestiitigen liebe, 
denn, da hier lediglich die NH-Gruppe noch fiir CO, frei war, 
muften die Werte fiir x zeigen, wie weit diese NH-Gruppe 
reagiert. 

2. Glycylglyeinearbonsiure. 

Die Darstellung der Glycylglycincarbonsaure geschah nach 
EK. Fischer und E. Fourneau!) und E. Fischer.*) 10,2 g 
Glycinanhydrid gaben 12,4 g Glycylglycinesterchlorhydrat und 
‘2 ¢ Carbithoxylglycylglycinester. Fp. 87°. 3 g dieses Esters 
lieferten O,9 g Glycylglycincarbonsiure. Zers. Fp. 209° unkorr., 
nach EK. Fischer 208° korr. 

Zur Bestimmung des Quotienten wurden 2 Versuche aus- 
geltihrt, beim ersten wurden 0,2 g Substanz angewendet und 
0.0010 g CaCO, erhalten. Beim zweiten, bei dem 0,4 g Sub- 
stunZ genommen wurden, schied sich durch Kochen tiberhaupt 
kein Niederschlag ab. 

') E. Fischer und FE, Fourneau, Berl. Ber., Bd. XXXIV, S. 2875. 

*) E. Fischer, Ebenda, Bd. XXXV, S. 1097. 
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Somit reagiert Glycylglycincarbonséure tiberhaupt nichit. 
Ks konnte noch eingewendet werden, daBb die Glycylglycin- 
carbonsiiure wiihrend der Ausfiihrung der Methode eine Um- 
wandlung erleidet. Deshalb wurde wie oben mit dem Glycy|- 
glycin ein Versuch angestellt, bei dem die Substanz aus dem 
Filtrate isoliert’ wurde. 

Die erhaltene Substanz gab entsprechend der Glycylglycin- 
carbonsiiure als Fp. 206° mit heftiger Gasentwicklung. Zu 
unserer Uberraschung lieferte jedoch die N-Bestimmung de: 
bet 105—108° bis zum konstanten Gewicht getrockneten Sub- 
stanz einen viel zu hohen Wert: 

0.1382 ¢ S. verbr. 21,65 com "/10-S. = 21,93°o N 
Berechnet fir Glycylglycincarbonséiure == 15,91°/o 

Der gefundene Wert stimmte aber gut fiir das saure Am- 
moniumsalz der Siiure, ftir welche N = 21,76°/o ist. 

Dal hier wirklich dieses Ammonsalz vorlag, zeigt die 
Ammoniakbestimmung: 

0.1520 g Substanz wurden mit 16 ecem "/10-Barytwasser 
destilliert. Das Destillat hatte 7,65 cem ™/10-S. neutralisiert. 

(ivefunden: NH,—N = 7,05 °/0 

Berechnet fiir glycylglycincarbonsaures Ammonium: 7,25° 0 

Aus dem Destillationsriickstand wurde der baryt durci: 
16 cem "/10-H,SO, ausgefallt, das Filtrat vom) Baryumsulla 
eingeengl. Es krystallisierte die Glyevlglycincarbonsaure. Zer- 
setzungspunkt 204°. 

0,0950 ¢ der ber 105° getrockneten Substanz erf. 10,6 cem ®/10-> 
Gefunden: 15,62°o N 
Berechnet fiir Glyeylglycincarbonsiiure: 15,91 °/o 


Dieser Versuch zeigt einmal, da’ bei der Ausfiihrung der 


) 


Methode der Bestimmung des Quotienten die Glyeylglycincarbo! 
siiure nicht veriindert wird: zweitens, dab die Glyeylglycin- 
carbonsiiure eine starke zweibasische Siiure ist, deren saure- 
Ammonsalz bei 105° vollig bestiindig ist. Dab der Schmelzpunk' 
des Ammonsalzes mit dem der freien Siiure identisch ist, erk)u' 
sich dadurech, da dureh das Erhitzen auf die Schmelzpunkt- 
temperatur von tiber 200° das Ammoniumsalz in die si" 
iibergegangen war. Eine konzentrierte Losung der Glyeylglycin- 


carbonsiiure bliiut tibrigens Kongopapier. 
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Anmerkuneg: Bei dieser Gelegenheit méchten wir darauf  hin- 
eisen, dafi die Carbaminoreaktion und die Hydroxylkohlensiurereaktion 
Ss, 429 dieses Heftes) die Erklarung der Bildung der Salzsiiure des 
Magensaftes aus Natriumchlorid und Kohlensiure erleichtert. Bei Gegen- 
wart von Amino- und eventuell auch Hydroxylkérpern wird die Kohlen- 
siure zu einer viel stiirkeren Siiure, wenn die Gelegenheit zur Neutrali- 
sation der entstehenden Carbonsiuren vorhanden ist. Nach dem Massen- 


~ 


wirkungsgesetze ist also bet Gegenwart amphoterer Aminokérper bei 
weitem nicht ein so grofer Uberschuf$ von Kohlensiure erforderlich, wie 
es die frithere Annahme, dafs die Kohlensiure Salzsiure aus Natriumchlorid 
frei macht, erheisecht. Der eine von uns hofft tiber Versuche in dieser 
Frage spiiter berichten zu kénnen. Es soll tibrigens nicht behauptet 
werden, dafi die unbestiindigen Carbaminosiiuren so starke Siiuren sind, 
als die bestindige Glyevlglycincarbonsiiure, nur, dafs sie viel stirker als 
Kohlensiiure sind. 

Nachdem die Versuche mit der Glyeylglycincarbonsiiure 
das unerwartete Resultat gegeben hatten, dali diese Siiure iiber- 
haupt nicht, auch nicht in geringem Grade, die Carbamino- 
reaktion liefert, mufite entweder geschlossen werden, dab die 
\tl-Gruppe des Peptides gar nicht reagiert, oder dal der 
isomeren bestiindigen Siiure eine Konstitution zukommt, bei 
der keine NH-Gruppe vorhanden ist. 

Die erstere Schlubfolgerung ersechien uns schon nach 
Anstellung dieser Versuche unwahrscheinlich, da wir schon 
mehrere Peptide untersucht hatten, bei denen sich die NH-Gruppen 
ehenso wie beim Glyeviglycin im Werte x bemerkbar machten. 
Von der Notwendigkeit, die zweite Moéglichkeit, dafb der be- 
stiindigen Glycylglycincarbonsaure die NH-Gruppe fehlte, ex- 
perimentell zu priifen, wurden wir erfreulicherweise inzwischen 
durch eine Mitteilang von Leuehs und Manasse') enthoben, 
welche nachgewiesen haben, daBh die bestindige Glyeylglycin- 
carbonséure nicht die Gruppe — C a ({—, sondern die Gruppe 


. OH ‘ . 
F N — >n : hesitzt. 


Somit sind die hier mitgeteilten Tatsachen eine Be- 
stuhigung der Anschauung dieser Forscher. 


‘HH. Leuchs und W. Manasse, Berl. Ber... Bd. XL. S. 3235. 
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3. Alanylglycin. 
CH, - CH. NH, -CO-NH- CH, - COOH. +) 
® g Glykokoll und 17 g Brompropionylbromid gaben 11 ¢ 
liber H,SO, getrocknetes Brompropionylglycin. Diese gaben 
nach 4tigiger Kinwirkung von 58 ccm 21°/oigen Ammoniaks 
bei gewOhnlicher Temperatur und Eindampfen auf dem Wasser- 
bade, Umkrystallisieren aus Alkohol 5 g Alanylglycin.  Zer- 


setzungspunkt 229° statt 228°. 


l O38 g angew. 5. 01906 g CaCO, 32,65 cem Mio-S. x = 17] 
IH. 0.83 > 0),2245 36,8 > xX = 164 


4. Alanylalanin. 
CH, - CH. NH, - GO. NH- CH(CH,)- COOH. ®) 


6 ¢ i-Alanin wurden in 70 cem N-NaOH gel6st in 4 Por- 
tionen unter Kiihlung mit insgesamt 100 ccm N-NaOH und 17 ¢ 
Bromacetylbromid geschtttelt. Dann wurde konzentrierte Salz- 
siiure (13,5 eem) bis zur schwachen Congoreaktion zugegeben. 
Nach 2tiigigem Stehen war ein Teil des Bromko6rpers in feinen 
Nadeln ausgefallen, diese wurden abfiltriert, gut mit Wasser 
gewaschen. Nach dem Trocknen tiber Schwefelsiiure betrug 
seine Menge 1,8 g. Das Filtrat wurde im Vacuum bei 30—°37° 
eingedampft, mit Ather ausgezogen. Der Ather hinterlieB bein 
Verdunsten 11,2 g prachtvolle weibe Nadeln des Bromkorpers. 

12 ¢ des so dargestellten Brompropionylalanins wurden 
mit 60 cem konzentrierten Ammoniaks 4 Tage bei gewohnlicher 
Temperatur gelassen. Es wurden so an Rohprodukt 2,5 g er- 
halten, die nach Umkrystallisieren aus 8 cem Wasser und 
ca. 160 cem heifen absoluten Alkohol 1,9 g Alanylalanin geben. 
Fp. unkorr. 268°. E. Fischer gibt fiir das aus Anhydrid 
dargestellte Alanylalanin den unkorr. Fp. 270° an. 

O1020 ¢ S. (bei 120° getrocknet, wobei keine Gewichtsabnalii 
stattfand), verbr. 12,9 ccm /10-S. 

N gefunden: 17,71° 0 
» berechnet: 17,50°/o 


') E. Fischer, Unters. iber Aminosiiuren usw., 1906, S. 467, uni 


Liebigs Ann., Bd. CCCXL, S. 123. | 
*) Derselbe. Ebenda. S. 528. 
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Bestimmung von x: 
0.26 ¢ angew. 5. 0.1554 ¢ CaCO; und 26,7 com "10-8. x == 1,72 
O.20 » ’ 0.1137 » 18.9 x 1.66 


). Leucylglvecin. 
(CH,), « CLL» CH, » CH(NH,)- CO. NH GH, » COOH. 


23 g bromisocapronsiiure!) gaben 21,8 g Bromisocapronyl- 

Jorid. Sdp. 65—80° unter 22—-25 mm Druck. 21,8 g Brom- 

socapronylchlorid?) gaben 20,8 g Bromisocapronylglycin und 
1{.7 g Leucylglycin. Nach Umkrystallisieren Zers. Fp. 234°. 


i 


32 ¢ angew. 3. O,1858 ¢g CaCO, 29,7 com "io-S. xX 1.60 
0.20 0.0857 13.65 x [oo 
O40 » 0.1937 > 33.0 : x = 1.70 


In Nr. | und II] waren anstatt wie gewohnlich 50 cem 
Ho eem Wasser zur Losung verwendet. 


6. Leucylasparagin. 

(CH), CHL CH, - CH NH,) - CO. NHCH(COOH)CH, - CONT. 

10 g Asparagin und 19 ¢ Bromisocapronylbromid lieferten 
|i g Bromisocapronylasparagin und 1,7 g Leucylasparagin : 
ieses verlor gegen 175° (unkorr.) sein Krystallwasser unter 
\iulschiiumen, erstarrte dann wieder und schmolz bei 220° unkorr. 
| 0.32 ¢ angew. S. O,1158 g CaCO, 31,05 com “/10o-S. x = 2,68 

2 | O.0902 » > 23.80 » : X 2.6 


7. Diglyeyiglivein. 
NH,» CH, «GO. NH- CH, «CO + NH- CH,COOH. *) 


¢ Chloracetylglyeylglycin gaben 2,5 g des Tripeptides 


‘ tm) 
|. 
4 


Zers. Fp, 245° unkorr. 
05 ¢ angew. S. 0.1142 ¢ CaCO, 30,2 com "10-8. x = 2,65 
Hl. O38 > 0.1062 » » 21,2 » > x 2 6 


Es waren in beiden Versuchen 60 ccm Wasser zur Losung 


erwendet worden. 


') KE. Fischer, Berl. Ber., Bd. XXXVII, 8S. 2492. 
*) KE. Fischer und A. Brunner, E. Fischer, Untersuchungen 
Aminosiiuren usw., 8S. #78 und Liebigs Ann., Bd. CCCXL, S. 123. 
') E. Fischer und E. Koenigs, Berl. Ber., Bd. XXXVII, S. 4590. 
K. Fischer, Berl. Ber., Bd. XXXVI, S. 2983, und ebenda, 
Nd. NXXVIT, S. 2500. 
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8. Alanvlleucylglycin. 
CH, - CH(NH,)« CO» NH CH(C,H,)- CO NH CH, - COOH. *) 


6,1 g Leucylglycin und 14 g Brompropionylbromid gaben 
ohne Beriicksichtigung der Mutterlaugen und Waschwisser 6 
Brompropionylleucylglycin, Fp. 160°, und 4 g des Tripeptides, 
Zers. Fp. des umkrystallisierten Alanylleucylglycins unkorr. 232: 

O38 g angew. 3. 0,0624 g CaCO, 15,1 com "10-5. x = 2) 


II, O.38 , 0.1386 » > 32.8 » » % = { 
Hl. O35 » » Q1002 >» » 26,05 » » x ==. 2.60 

Bei der dritten Bestimmung waren 60° anstatt 50 ccm 
Wasser zur LOsung verwendet worden. 


9. Triglycylglycin. 
NH, - CH,CO- NH- CH,» CO. NH- CH,CO + NH- CH, - COOH. ®) 


1,9 ¢ Diglycylglycin gaben 3,7 g Chloracetyldiglyeviglycin 
und 1,5 g Triglyeylglyecin. Fiirbt sich im Schmelzréhrchen you 
210° unkorr. an dunkel, ohne zu schmelzen. 

1 O22 ¢ angew. S. 0.0600 g CaCO, 21.5 cem 10-8. 


~~ 


Hl. 02 » 0.0835 » — » 25,05 » . 
IV. 02» ' 0.0730 > » 23.6 » . < end 
Bei I und IV waren 70 cem, bei Ill 75 cem Wasser zur 


X 
ll. O2 . 0.0706 » > 23,1 > > x= 
X 


- *.° *\. e,e 
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Losung angewendet. 
Folgende Tabelle gibt die Ubersicht tiber die erhaltenen 


~ 


Werte (S. 445). 
Diskussion der erhaltenen Werte. 

Die Mittel der bei den Dipeptiden gewonnenen Werte fiir \ 
liegen zwischen 1,63 und 1,79, Zahlen, welche beweisen, dab. 
wenn die NH,-Gruppe der Peptide quantitativ reagiert, was 
nach den bei den Aminosiiuren erhaltenen Werten zweifellos 
ist, die Peptidgruppe bis zu einem gewissen Grade reagietr'. 
Wiirde letztere sich indifferent gegen Kohlensiiure verhalten. 
so wiirde x nahe an 2 gefunden werden, wiirde auch sie | 
Molekiil CO, aufnehmen, so wiire x1. Leucylasparagin gi! 

'' KE, Fischer und A. Brunner, E. Fischer, Untersuch. ti) 


Aminosiuren usw., 5S. 484, und Liebigs Ann., Bd. CCCXL, 8. 125. 
2) E. Fischer, Berl. Ber., Bd. XXXVII, S. 2501. 
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CO, 1 
N x 
" rouh: Mittel 
Koérperklasse Verbindung 
x 
' . 1,79 ss 
Glyeylglycin 7 1,79 
1,79 
Glycylglycincarbonsiiure x x 
1,7 oT 
Alanylglycin hy 1,675 
1,64 
Dipeptide ’ 1.72 ; 
Pe Alanylalanin is 1,69 
1.66 
1,60 
Leucylglyein 1,59 1.63 
1,70 
: 2.68 , 
Leucylasparagin ” 2.62 
; 2.56 
2,65 “\F 
Diglyeylglyein 2,605 
— 2.56 
Tripeptide 2 42 
Alanylleucylglycin 2,37 2,53 
2.60 
3.8 
nN : mm: : 3,27 P 
letrapeptid Triglycylglycin : 3,285 
, 3.06 
3,23 





den Wert 2,62 fiir x, weil die Siiureamidgruppe auch hier 
nicht reagiert.1) Bei den Tripeptiden ist x im Mittel = 2,57. 
Auch hier reagieren die beiden NH-Gruppen bis zu einem ge- 
wissen Grade, denn reagierten sie nicht, wiire x nahe 3. Dem- 
eitsprechend wurde bei dem Tetrapeptid x = 3,29 gefunden. 
Voraussichtlich werden Pentapeptide x = 4 geben. 

Wir sind der Meinung, daB schon jetzt diese Zahlen ge- 
eignet sind, um auf Grund derselben Peptide mit Peptonen 
vergleichen zu kénnen. 


') Vel. Diese Zeitschrift, dieses Heft, S. 433. 
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Die Konstitution der Peptone ist zur Zeit unbekannt: wip 
wissen nicht, ob es Peptide sind. Wir sind allerdings tibey- 
zeugt, dab sie ebenso wie die Kiweibkorper Peptidbindunger, 
enthalten. Als Peptide diirften wir sie wohl nur dann an- 
sprechen, wenn alle bei der Hydrolyse durch Siiuren  auf- 
gespaltenen bBindungen auber Saureamidgruppen Peptidbi: 
dungen wiiren. 

Wir wollen jetzt nur die Resultate anftihren, welche wir 
mit Prypsinfibrinpepton a und p erhalten haben. Der eine yo: 
uns hat gemeinschaftlieh mit Herrn E. Hitsechmann. diese 
Peplone von neuem untersucht und namentlich Versuche zi 
Priifung der Individualitiit dieser Peptone, tiber die demniich-| 
berichtet. werden soll, angestellt. So wurden diese Peptone 
mit Hilfe der Carbaminoreaktion fraktioniert:!) die aus den ein- 
zelnen Fraktionen gewonnenen Peptone gaben dieselben Baryt- 
salze und besaben dasselbe optische Drehungsvermégen.  Hin- 
lieferten unreine Trypsinfibrinpeptone bei der gleichor 


cegeNn 
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Fraktionierung Produkte, die im Drehungsvermégen und = in 
Baryigehalte der Baryumsalze von einander abwichen. 

Nach den friiheren Untersuchungen und nach diesen neuen 
ist es ganz unwahrscheinlich, dab diese nach der Eisenmethode 
isolierten und durch Umfiillungen mit Alkohol gereinigten Trypsin- 


librinpeptone @ und Bp Gemische sind. 


Trypsinfibrinpepton a. 


|. 0.25 g angew.S.  60ccm Wasser = 0,0437 g CaCO, = 9.7 cem" 1-S 
Xx = 2,22. 

Il. 0.25 g angew. S 120ccem Wasser = 0,0700 g CaCO, 15,8 cem 2 w-> 
X 2,26. 

If. O82 g angew, 5. I30cem Wasser  O0,U805 ¢g CaCO, — 19,8 cem 8/1 0-5 
x = 2,46. 


Trypsinfibrinpepton B. 


I. 0.225 ¢ angew. S 125cem Wasser — 0.0024 g CaCO, 11.2 cem"s.-> 
x = 2.14. 

I]. 0.22 ¢ angew.S. 125 eem Wasser 0.0379 g CaCO, 8.2 com " Ww-> 
x = 2.36. : 


ty M. Sieg! ried, Berl. Ber., Bd. XXNIX. >. 397. 
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Uber die Bindung von Kohlensiiure usw. IV. 


Die Peptone waren vor der Bestimmung im Alkoheolsiede- 
apparat bis zum -konstanten Gewicht getrocknet, also NH,-frei. 

Diese Zahlen liegen zwischen den fiir Dipeptide und den 
‘ir Tripeptide erhaltenen Werten. Hierbei ist zu_beriicksich- 
liven, dai die Peptone Lysin als Spaltungsprodukt  liefern, 
welehes voraussichtlich als Gruppe den Wert fir x erniedrigt, 
daneben aber auch Arginin, das ihn erhdht, denn fiir Arginin 
ist x == 4. 

Wenn diese Peptone, woran nicht mehr zu zweifeln ist, 
einheitlich sind. so ist es sehon nach den Ergebnissen der von 
Hitschmann ausgefiihrten Spaltungsversuche ausgeschlossen, 
dali sie Tripeptide oder gar Dipeptide sind. Es liegt daher der 
Schlufi auf der Hand, da’ in diesen Peptonen noch andere 
bindungen als Peptidbindungen vorhanden sind, welche bei der 
Hvdrolyse gesprengt werden. Wir zogern aber jetzt, diesen 
SchluB zu ziehen, nachdem sich herausgestellt hat,!) dab auch 
Hyvdroxvlgruppen Kohlensiiure zu binden vermogen. Es ist dies 
um so notwendiger, als bel zahlreichen, im hiesigen Labora- 
torium angestellten Versuchen, bei denen vergleichend der Wert 
fiir x bei Gegenwart und bei Abwesenheit von einigen Tropfen 
\\kohol ermittelt wurde, festgestellt worden ist, dal} bet manchen 
Verbindungen, zu denen Peptone und Peptide gehodren, die 
(Gegenwart sehr geringer Mengen Alkohol den Wert fiir x mehr 
herabsetzen, als die durch den Alkohol allein hervorgerufene 
Bildung von Calciumearbonat bewirken wiirde. So lieferte das- 
selbe Trypsinfibrinpepton a, das ohne Gegenwart von Alkoho! 
die Werte x — 2,22: 2,26; 2.46 (s. oben) gegeben hatte, bei 
(iegenwart einiger Tropfen alkoholischer Phenolphthaleinlosung 
sehr konstant x = 1,48—1,50. 

Ks ist somit nicht ausgeschlossen, dal in den genannten 
Peptonen Hydroxylgruppen vorhanden sind, welche den Wert 
‘ir x unverhiiltnismifbig herabdriicken. 


') Diese Zeitschrift, dieses Heft, S. 429. 





Uber die Verteilung des Eisens in der Leber. 
Von 
V. Seaffidi in Neapel. 


Mit einer Tafel. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat zu Berlin, 


Der Redaktion zugegangen am 18. Januar 1908.) 


Die Quantitét des Eisens in der Leber verschiedener Tier- 
gattungen ist der Gegenstand zahlreicher Untersuchungen ge- 
wesen (Zaleski,') Bunge,?) Dastre et Floresco,?) Guil- 
lemont et Lapique,*) Bielfeld,*) Kriiger und Meyer, *)) und 
ebenso die Schwankungen derselben unter verschiedenen experi- 
mentellen Bedingungen. So hat Gottlieb’) gefunden, daf dus 
Kisen in der Leber zunimmt, wenn den Versuchstieren Eisensalze 
injiziert worden, und zu prinzipiell gleichen Resultaten = sind 
Vay,*) Woltering, Novi’) und Salkowski!°) gekommen. 

Sulkowski benutzte den Gehalt an Fe der Leber, um 
wuuf die Quantitiit des Metalls zu schlieBen, das von der Magen- 
darmschleimhaut bei Kaninchen, denen verschiedene organische 
Kisenverbindungen dargereicht worden waren, resorbiert wurde. 


Zaleski, Diese Zeitschrift, Bd. X. 
Bunge, Diese Zeitschrift, Bd. XVII. 
Dastre et Floresco, Arch. de Physiologie, T. X. 
) Guillemont et Lapique, C. r. soc. Biologie, T. XLVIII. 
Bielfeld, Hofmeisters Beitraége, Bd. IL. 
Kriiger und Meyer, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXYVIIL. 
Gottlieb, Diese Zeitschrift, sng XV. 
) Vay, Diese Zeitschrift, Bd. 
)} Novi, Ricerche di cite Saat per il 25° anniversario 
vethedinbinn di Albertoni-Bologna 1901. 
”) Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIL. 
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kp konnte feststellen, daf das Eisen in der Leber dieser Tiere 
nach Darreichung von paranucleinsaurem Eisen bedeutend zu- 
nimmt, wihrend die Zunahme nach Verabreichung von Eisen- 
atmidalbuminat und Ferratin eine geringere ist. 

Aus den angefiihrten Studien geht hervor, dab: 

{. Eisen in der Leber konstant enthalten ist, auch bei 
\Virbellosen (Dastre et Floresco). 

2. Dali die Quantitit des Eisens im Orgune nicht nur bei 
verschiedenen Tiergattungen, sondern auch bei den gleichen 
Spezies unter verschiedenen Lebensbedingungen erheblichen 
Schwankungen unterworfen ist. 

3. Dab Eisen sich in der Leber ansammelt, wenn es dem 
lierischen Organismus einverleibt wird. 

Meine Untersuchungen sind darauf gerichtet, die wech- 
selnde Verteilung des Eisens in der Leber, bei Zunahme des- 
sclben im Organe nach Verabreichung bestimmter Mengen eines 
organischen Eisenpriparates (paranucleinsaures Eisen) zu stu- 
dieren. 

Es wurde zuerst zur Kontrolle die Verteilung des Fe in der 
Leber normaler Kaninchen ermittelt, das heifit die Menge von 
Eisen bestimmt, die im Nucleoproteid, im festen Leberriickstand 
und in den Filtraten, die bei Zubereitung des Nucleoproteids 
librig bleiben, enthalten ist. 

Die némlichen bestimmungen wurden dann bei den mit 
paranucleinsaurem Eisen behandelten Kaninchen gemacht. 

Diese Versuchstiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt. 
en Tieren der ersten Gruppe wurde das FEisenpriiparat in 
alkalischer L6sung direkt in den Magen mittels der Sonde ein- 
gefiihrt. Die Losung wurde folgendermafen hergestellt: 2,5 g 
paranucleinsaures Eisen (Handelspriparat — ‘Triferrin) wurden 
in einer Schale mit einer 9,3°/oigen Na,CO,-LOsung tibergossen 
und unter fortdauerndem Umriihren erhitzt. Das Priiparat liste 
sich nahezu vollstiindig. 

Von dieser Lésung, die 1°/o Triferrin enthalt, wurden den 
\aninchen der ersten Gruppe taglich wahrend 10 Tagen je 
29 cem in den Magen eingegossen. 

Den Versuchskaninchen der zweiten Gruppe wurde wih- 
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rend der gleichen Anzahl Tage jedem tiiglich eine entsprechen, 
Menge (25 eg) von Triferrin mit dem Futter dargereicht. 

Am 11. Tage wurden die Tiere gewogen, get6tet, en|- 
blutet: die Leber sorefaltig herausgenommen und das Blut aus. 
lieben gelassen. Dann wurde das Organ gewogen, zerhackt und 
mit dem 4- bis d5fachen Quantum destillierten Wassers gekoch| 
Nach Filtrierung, Nachwaschen und Abkiihlung der Gesamtmenee 


des erhaltenen Auszuges wurde aus demselben mittels Essigsiiure, 
nach der Methode von Hammarsten.!) die in diesem Labo- 
ratorium schon von Wohlgemuth?) angewandt worden ist, 
das Nucleoproteid ausgefiallt. Dieses wurde am folgenden Tag 


auf einem auf konstantes Gewicht gebrachten, aschefreien Fille: 
gesammelt, mit destilhertem Wasser, Alkohol von 90°, dann 
lange Zeit hindureh mit Alkohol absolut. und endlich mit Athe 
gewaschen und auf konstantes Gewieht gebraeht. Die zum 
Waschen verwendeten Fliissigkeiten wurden dem Filtrat) }ei- 
gemengt, das Ganze auf ein kleines Volumen eingedampft tid 
der so erhaltene Rest, ganz oder teilweise, zur Bestimmune 
des in der gesamten Fliissigkeit enthaltenen Eisens benutz' 

Die Leber wurde nach dem Kochen in einem Stiick Lein- 
wand gut ausgeprebt. der feste Riiekstand gesammelt; ein 
Teil desselben wurde wiihrend 1—2 Tagen in absolutem A/- 
kohol gelassen, dann nach der von Salkowski?*) angegebenen 
Methode, um jeglichen Verlust bei der Einischerung zu ver- 
hiiten, auf aschefreiem Filter gesammelt, mit Ather behandell. 
vollkommen getrocknet, in der Platinschale eingeiischert und 
mit Salpetermischung geschmolzen. 

Das Eisen wurde sowohl im Nucleoproteid, als im Filtra. 
als auch im festen Riickstande in der Form von Ferriphosp)ii 
bestimmt: in dem nicht weiter gereinigten Nucleoproteid auc: 
der Gehalt an Phosphor ermittelt, in der Form von Magnesium- 
pyvrophosphat. 

ks folgen hier in Kiirze die von mir vorgenommenen 
Untersuchungen. 

') Hammarsten, Diese Zeitschrift, Bd. XIX. 

*) Wohlgemuth, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI ou. XLIV. 


Salkowsk1i, I. ¢. 
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I. Serie. Normale Kaninchen. 


Kaninchen 1. Kérpergewicht des Kaninchens unbekannt. 
Die Leber wog 75 g, die 0.1652 ¢@ Nucleoproteid lieferten, in 
welchem 0.75 mg Fe enthalten waren. Das Nucleoproteid wurde 
‘in diesem Falle nieht auf aschefreiem Filter gesammelt und 
«) blieb eine kleine Menge desselben am Filter kleben und 
ring verloren. Die Fisenbestimmung ergab im Filtrat O.8 mg Fe. 
Der feste Leberriickstand wog 28 @ und hatte einen Eisengehalt 
von 4 mg. 

Kaninchen 2. Korpergewicht 1800 ¢: Gewicht der Leber 
72 ¢; Gewicht des Nucleoproteids 0.6968 @ mit 1,538 mg Fe. 
Kisengehalt im Filtrat 0.59 mg. Gewicht des festen Leber- 
riickstandes 32 g; Kisengehalt desselben 5.3 me. 

Kaninchen 3. Koérpergewicht 2585 @: Gewicht der Leber 
102 ¢. Gewicht des Nucleoproteids 0,6110 g, mit Eisengehait 
{1%me. Eisenbestimmung im Filtrat 1,5 mg Fe. Gewicht des 
Riickstandes 48 g. Eisengehalt desselben 7,2 meg. 

Kaninechen 4. Korpergewicht 1775 g. Gewicht der Leber 
s)g¢. Gewicht des Nucleoproteids 0.4591 ¢@ mit 1.5 mg kisen- 
eehalt. Im Filtrat 1.48 mg Fe. Der Riickstand wog 29 ¢ und 
enthielf 4,2 mg Fe. 

Kaninchen 5. Korpergewicht 1210 g. Die Leber wog 
i3g@: sie lieferte 0,1698 ¢ Nucleoproteid mit 0,55 mg Eisen. 
Misenbestimmung im Filtrat 0,75 mg. Der Riickstand wog 28 ¢ 
mit emem Eisengehalt von 2,9 mg. 

II. Serie. Versuchskaninchen. 

I. Gruppe. Kaninchen, denen téglich wihrend 10 Tagen je 
2) com einer alkalischen 1°/oigen L6sung von paranucleinsaurem 
Kisen in den Magen mit der Sonde eingespritzt worden sind. 

Kaninchen 6. Wog am Anfang des Experiments 1650 g. 
Korpergewicht am Ende des Experiments 1580 g. Gewicht der 
Leber 68 g. Gewicht des von derselben gelieferten Nucleo- 
proteids 0.4869 g mit 1,9 mg Eisengehalt.- EKisenbestimmung 
in Filtrat 0.8 mg. Gewicht des Leberriickstandes 32 g: Eisen- 
gehalt desselben 6,1 mg. 

Kaninchen 7. Korpergewicht am Anfang des Experi- 
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ments 1470 g. Korpergewicht am Ende des Experiments 1350 g. 
Gewicht der Leber 50 g, Gewicht des Nucleoproteids 0,26238 ¢, 
mit Eisengehalt 2,8 mg. Eisenbestimmung im Filtrat 2,5 mg. 
Gewicht des Riickstandes 18 g; Eisengehalt desselben 7,4 mg. 

Kaninchen&. Anfangsgewicht 1600 g, Endgewicht 1630 ¢, 
Gewicht der Leber 65 g, Gewicht des Nucleoproteids 0,3421 ¢ 
mit 2,3 mg Eisengehalt. Eisenbestimmung im Filtrat 2,1 mg. 
Gewicht des Riickstandes 22 g; Eisengehalt desselben 5,7 mg. 

Kaninchen 9. Kérpergewicht am Anfang des Experi- 
ments 1470 g. Endgewicht 1600 g. Lebergewicht 60 g. Gewicht 
des Nucleoproteids 0.2157 g mit 2 mg Fe. Eisenbestimmung 
im Filtrat 1,6 mg. Der Riickstand wog 28 g mit 5,3 mg Eisen- 
gehalt. 

Kaninchen 10. Kleines schwiachliches Kaninchen, am 
6. Tage der Eiseneingiebungen zeigte sich das Tier sehr matt 
und wird get6tet. Es hat also wenig mehr als die Hiilfte der 
Gesamtmenge der LOsung von paranucleinsaurem Eisen, die den 
anderen Versuchskaninchen eingegossen worden, bekommei. 

Anfangsgewicht 1250 g, Endgewicht 1195 g. Gewicht der 
Leber 38 g, Gewicht des Nucleoproteids 0,4697 g mit 2,4 mg 
Kisen. Eisenbestimmung im Filtrat 0,9 mg. Gewicht des Riick- 
standes 25 g: Kisengehalt desselben 6,6 mg. 

Il. Gruppe. Kaninchen, denen wihrend 10 Tagen tiiglich 
mit dem Futter je 25 eg paranucleinsaures Eisen dargereicli! 
worden sind. 

Kaninehen 11. Anfangsgewicht 3275 g, Endgewichi! 
3250 g. Die Leber wog 116 g und leferte 0.4572 g@ Nucleo- 
proteid mit 4,6 mg Eisen. Im Filtrat 1,5 mg Fe. Gewicht de- 
Riickstandes 77 g, mit einem Eisengehalt von 17,9 mg. 

Kaninchen 12. Anfangsgewicht 2965 g, Endgewicli! 
2730 g. Gewicht der Leber 112 g, Gewicht des Nucleoproteids 
0.6022 g, die 3.45 mg Fe enthielten. EKisenbestimmung im Filtra! 
1.1 mg. Gewicht des Riickstandes 56 g, Eisengehalt desselben 
11.8 mg. 

Kaninehen 13. Anfangsgewicht 1730 g, Endgewiclil 
1630 g. Gewicht der Leber 58 g, Gewicht des Nucleoproteid: 
O.6455 ¢ mit einem Gehalt von 2.25 mg Eisen. Elisenbestim- 
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mung im Filtrat 1,1 mg. Gewicht des Riickstandes 42 g, Eisen- 
gehalt desselben 4,8 mg. 

Kaninchen 14. Anfangsgewicht 1550 g, Endgewicht 
i420 g. Gewicht der Leber 45 g, Gewicht des Nucleoproteids 
(2642 g mit 1,55 mg Eisen. Eisenbestimmung im Filtrat 1,8 mg. 
(rewicht des Riickstandes 25 g, Eisengehalt desselben 9 mg. 

In folgender Tabelle sind die Ergebnisse meiner Unter- 
<uchungen uber den Eisengehalt des Nucleoproteids, des Fil- 
trats und des festen Leberriickstandes zusammengestellt, und 
zwar sowohl die bei den normalen Kontrollkaninchen (Serie 1) 


Tabelle I. 














ne ~ ie 7 
Num- | Kér- Ge- | Eisen | _. Elsen Die | 100 g 1 kg 
Eisen ganze 7 pop Tier 
mer | per- wicht im im: tates!" | eal 
— 1m ent- ij 
des | ge- der | Nucleo- Riick- ent- h ilt 
re ” halt halten Eisen 
Kanin- _. -, Filtrat! | la in der 
'wicht Leber proteid stand Eisen Eisen ) 
chens . neal ¥ Leber 
ing img /|mmg inmg inmg inmg in mg. inmg 
| | | 
i |; - 72 | 0,75 0,8 400 550 T7T40 . — 
serie I 2 | 1800 72 | «1,53 0,59 | 5,8 7,42 10,2 t,1 
- — , . , 

3 | 2385 | 102 | 1,14 Ld 1,2 VS4 96 iI 
Normale | | oa ; 
or 4 | 1775 | 8 | 1,4 148 | 4,2 7,18 84 ‘0 
haninchen) | ‘a, one 

5 | 1210; 43 | 0,55 0,75 | 2,9 $200 96 344 
Mittel. . 1792 79,5 1,18 108 49 7,16 | 9,04, 39 
Serie II 6 1580 68 1,9 08 | 61 | 86 1127] 54 
. 7 1350 50 28 i 23 74 12.5 25.0 92 
Versuchs- ' 
kaninchen) 8 1630 65 | 23 2.1 7 = 10,1 165 — 62 
( g L600 60 20) 1.6 5.3 &,9 14.8 ay) 
mruppe 
10 | 1195 38 24 O9 — 6.6 99 26.0 8.5 
Mittel. 1471 563 2,68 154 623 100 188 | 69 
11 3250 = 116 4,6 15 (17,9 | 240 20,7 7,4 
12 | 2730 | 112 3,45 11 6118 1635 14,6 5.9 
‘frruppe ‘ - - oO - : F F 
—— 13 1630) 58 | 225 11 | 48 | 815 14,05, 5,0 
14 1420 bi 1,55 Ls 90 12,35 27,4 8.6 


Mittel. . 2257 80 2,99 16  =610,9 16.21 > 1918) 6,7 
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als auch die bei den Versuchstieren (Serie IT) erhaltenen Werte 
Serie TH umfabt zwei Gruppen: Bei der I. Gruppe haben die Ver- 
suchstiere je 25 ccm einer 1°/oigen alkalischen LOsung von para- 
nucleinsaurem Eisen tiglich wiihrend 10 Tagen direkt in die 
Magen eingegossen erhalten: bei der Il. Gruppe wurde. eine 
entsprechende Tagesdosis (25 ¢g) paranucleinsaures Eisen (Tri- 
ferrin) jedem Tiere wiahrend der gleichen Anzahl Tage mit den 
utter verabfolgt. 

Vergleicht man die Durehschnittswerte, die den Gehl! 
der Leber an Eisen in dieser Tabelle darstellen, so ergibt sicl). 
dali bei den normalen Kontrollkaninchen (Serie [) 7.10 mg Fe 
als Mittel des Eisengehalts der Leber dem von 10 mg Fe und 
15,21 me Fe bei den Versuchstieren (Serie I], Gruppe 1 und 2 
gegeniibersteht. 

Die Menge des Eisens zeigt sich bei den mit paranuc!cin- 
saurem Eisen behandelten Versuchstieren sowohl im Nucleo- 
proteid als im Filtrat, als auch im festen Rtickstand vermehr! 
So ergibt der Mittelgehalt an Fe im Nucleoproteid der Kontrol- 
tiere 1.18 mg Fe gegeniiber 2.68 mg und 2,95 mg Fe bei 


den Gruppen der Versuchstiere; im festen Leberriickstand der 


normalen Kontrolltiere entspricht das Mittel des Eisengehaltes 
1.9 me Fe gegentiber den 6.23 me bezw. 10,9 mg Fe des 
Riickstandes bei den Versuehstieren: und endlich findet) sich 
im Filtrat ein mittlerer Eisengehalt von 1,08 mg Fe bei den 
normalen Tieren, dem derjenige von 1,54 mg bezw. 1,6 mg le 
im Filtrat bei den Versuchstieren entspricht. 

Diese Tatsachen sind itbersichtlicher in der Tahelle I! 
wiedergegeben, in der die Werte des Eisengehalts auf 100 ¢ 
Leber berechnet sind. 

Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, da’ die Menge = de- 
Kisens im Durchschnitt in der Leber der mit paranucleinsaure! 
Kisen behandelten Versuchstiere ungefiihr das Doppelte betrig! 
als bei den normalen Kontrolltieren: so haben wir bei de! 
ersteren pro 100 ¢ Leber einen Durchschnittsgehalt von 18,5 Mz 
bezw. 19,18 mg Fe und mit gemeinschaftlicher Duarchschnit'>- 
zahl 18,99 mg Fe, gegeniiber 9,04 mg Fe pro 100 g Leber 


hei den normalen Kontrolltieren. 
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Tabelle IL. 

















a _- 
Nummer 100 ¢ Leber enthalten Eisen 
des im in in im 
— Nucleo- loslicher Riick- ganzen 
proteid Form stand 
. chens in mg in mg in ing In mg 
| 1.0 1.06 5,34 7y4 
| Serie | ) 211 0,78 7,36 l0.2 
| 110 147 7.05 06 
Vormale Kaninchen) 176 74 os 8 
| ) 1,27 17-4 6.59 Q 45 
| Mittel. .. 1 A+ 1.365 6.25 V4 
| sais ( 2,7 {1 49 12.7 
7 58 1.6 14.8 25.0 
| | \ersuchskaninchen) 8 SDD 5.23 8.77 Ld 
: \ 333 266 4.86 Lis 
I. Gruppe 10 6,3 2.3 74 26.0 
r Mittel. . . t,33 2.77 11,75 18,8 
- I] 3.94 L358 15.43 20.7 
h 12 3.08 0,99 10.53 Li 
n Home 13 3.89 1.89 $27 14.05 
e I 4 B44 4.0 20.0 27,4 
Mittel . DOF 2.06 13,55 1.18 
(| 
0 Diese Zunahme des Eisengehalts zeigt sich im Nucleo- 
proteid relativ bedeutender als im Filtrat und im Riickstand: 
. -) hat man im Filtrat bei den mit paranucleinsaurem Eisen 
1 vehandelten Versuchstieren einen Mittelwert an Eisen von 
r 277 mg bezw. 2,06 mg Fe gegeniiber dem von 1,35 mg Fe 
! nm Filtrat bei den normalen Tieren, im Riickstand bei den 
0 Versuehstieren 11,75 mg bezw. 13,55 mg Fe gegen 6,25 mg 
.- re bei den normalen, wiihrend im Nucleoproteid der Eisen- 
T sehalt pro 100 g Leber im Mittel, bei den Versuchstieren auf 


~ 


35 mg beazw. 3,57 mg Fe und, mit gemeinschaftlichem Durch- 
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schnittswerte, auf 3,95 mg Fe von den 1,44 mg Fe in Nucleo- 
proteid der normalen Kaninchen ansteigt. Es erreicht als: 
der Durchschnittsgehalt an Eisen im Nucleoproteid bei den Ver- 
suchstieren beinahe das Dreifache. 

Aus dem folgenden Diagramm kann man die Werte {fiir 
100 ¢ Leber sowohl des Gesamtgehaltes der Leber an Eisen. 
als den des Riickstandes, des Nucleoproteids und den des Fjl- 
trats ablesen, und auch die Menge Eisen die in der Leber, pro 
Kilo Korpergewicht, enthalten ist. 

Ks zeigt sich aus dem Diagramm, dab einerseits die Durc})- 
schniltswerte, von denen oben die Rede gewesen, bei den nor- 
malen Kaninchen gegentiber denen der mit Eisen behandelten 
Versuchstiere sich konstant niedriger erweisen; anderseits die 
einzelnen Linien, die in jeder Leber die verschiedenen Eisen- 
gehalte darstellen, starken Schwankungen, speziell bei den bei- 
den Gruppen der mit Eisen behandelten Versuchstiere unter- 
worfen. sind. 

So zeigen z. B. die Linien, die den Gesamtgehalt cer 
Leber an Eisen bei den 5 normalen Kaninchen darstellen, eine 
anniiherid gleiche Héhe, wiihrend die entsprechenden, bei den 
beiden Gruppen der Versuchstiere, sehr verschiedene Hohen 
erreichen, und in diesen Schwankungen ziemlich gleichmihig 
von den Linien, die den Eisengehalt des Riickstandes darstellen, 
begleitet werden. Ahnliches zeigt sich bei den Linien, die den 
Kisengehalt der Leber pro Kilo Tier darstellen: bei den 5 nor- 
malen Kontrollkaninchen sind sie alle ungefiihr von der gleichen 
Hohe: bei den Versuchstieren hingegen sind die Hohen der 
Abszissen von einem Tiere zum andern sehr verschieden, und 
die Schwankungen sind nicht mit dem Gesamtgehalt der Leber 
an Eisen im Einklange. 

Aus dem Vergleiche der Linien, die den Gehalt an Eisen 
des Nucleoproteids darstellen, mit denen, die den Gesamtgehi'! 
an Eisen der Leber zeigen, ist ersichtlich, daf nicht immer 
den hdchsten Werten fiir den Gesamtgehalt an Eisen der Leber 
auch die hichsten Werte fiir den Eisengehalt des aus dersel- 
ben dargestellten Nucleoproteids entsprechen, und dies sowoli! 
bei den normalen Kontrollkaninchen, z. B. 3 und 5, als auch be! 
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den Versuchstieren. bei letzteren zeigen z. b. Kaninchen 11 
und 14 eine sehr betrichtliche Zunahme des Eisengehaltes der 
canzen Leber, wihrend in dem entsprechenden Nucleoproteid 
relativ geringe Mengen Fe enthalten sind. 

Ebenso starke und ungleichmibige Schwankungen der 
Quantitét des Eisens im Nucleoproteid sind in folgender Tabelle 
sichtbar, in welcher die Mengen von Nucleoproteid, die jede 
Leber geliefert, und dessen prozentischer Fe- und P-Gehalt zu- 
cammengestellt sind. 


Tabelle III. 

















Num- Ge- Mengedes 100 g Kisen- — Prozent- 
mer tail Nucleo- Leber gehalt gehalt 
ae proteids enthalten des des 
Pisa der indergan- Nucleo- — Nucleo- Phosphors 

Kanin- [,eber zenLeber’ proteid — proteids im Nucleo- 

chens ; , — proteid 

in g in g in g in °o 
I 7) — , Ot 2,78 
Serie | 2 72 -0,6968 «0.9650 0.22 251 
, 3 102 O,6110 0.5990 O18 2,68 
Normale ; 
— $ 83 04391 0.5170 Ob4 2.83 
Kaninchen) 
a 3 0,1695 0.3949 0,32 | 2.69 
Mittel .. 79.5 0.4792 O0,6189 0,26 2,69 
— 6 68 0.4869 0.7161 O39 2,62 
“erie 
| 7 50 0.2623 0.5246 1.10 2.75 
Versuchs- : niin - : 
S 65 03421 . 0.5263 0.6% 2.58 
Kaninchen ) ia ee 
9g 60 Q,2157 0.3595 0,92 2.67 
I. Gruppe 10 38 04697 1,2334 0,51 2,78 
Mittel. . 56.3 0.3555 0.6719 0),72 2,66 
11 116 0.4572 0.3941 1,02 2.64 
12 112 0,6022 0,6376 0.50 —- 
l. Gr ae ‘- ; 
—— 13 58 0,6455 — 1,1129 0,34 2.58 
14 4D 0.2642  O,5871 0.58 2.69 


Mittel . . 8U 0.4923, 0.6577 0.6) 2.65 
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Es ist aus dieser Tabelle ersichtlich, dab der Dure|,- 
schnittsgehalt des Nueleoproteids an Eisen bei den normalen 
Kontrolitieren 0.28 mg Fe betriigt gegen 0,72 mg bezw. 0,61 mg 
Fe bei den Versuchstieren, die paranucleinsaures Eisen auf- 
genommen. Bei den letzteren, d. h. ber den beiden Gruppen 
von mit paranucleinsaurem Eisen behandelten Tieren sehwankt 
der Kisengehalt des Nuecleoproteids bedeutend und zwar you 
einem Minimum von 0.34°/o zu einem Maximum von 1,10° 
Wenn man aber diese Werte mit denen des Gesamteisenge- 
haltes vergleicht, so zeigt sich, dab die Nucleoproteide mi 
niedrigerem Prozentgehalt an Eisen nicht den an Eisen. in 
ganzen idirmeren Lebern entsprechen. So hat man z. B. bei 
Kaninchen 13, 12 und 6 ein Nucleoproteid mit respekt. 0,34. 
0,50 und 0,39°/o Fe erhalten, der Gesamtgehalt an Eisen pro 
00 g Leber ist aber respekt. 14.05, 14,6 und 12,7 mg. In 
Nucleoproteid des Kaninchen t und 4 ist der Prozentgehalt an 
Kisen 0.44 und 0.34, wiihrend die Gesamtmenge an Eisen pro 
10 & Leber 7,4 respekt. 8.4 mg betrigt. 

Noch gr6ébere Differenzen ergeben sich, wenn man 
Werte, die sich bei den Analysen des normalen Kontroll- 
kaninchens ergeben, mit den bei den Versuchstieren erhalteneu 
vergleicht. So zeigt z. B. das normale Kaninchen Nr. 4 einen 
Gesamtgehalt an Eisen pro 100 g Leber von 8&4 mg und 
ein aus dessen Leber erhaltenes Nucleoproteid 0,34 °/o Fe, 
withrend das Versuchskaninchen 1% im ganzen pro LOO g Leber 
27,4 mg Fe geliefert hat und ein Nucleoproteid mit einem re- 
lativ sehr geringen Prozentgehalt an Eisen = 0,58°/o. 

Man kann aber diese relativ groben Schwankungen ccs 
Kisengehaltes des Nucleoproteids nicht mit einer grOberen oder 
geringeren Reinheit, also einer geringeren oder groberen Menge 
des Nucleoproteids, das jede Leber geliefert, in Verbindung 
bringen, denn, wie aus Tabelle III ersichtlich, lieferte z. b. cic 
Leber des Kaninchens 2: 0,9650 g Nucleoproteid mit 0,22 
Fe, wiithrend aus der Leber des Kaninchens 3 nur O,9990 ¢ 
Nucleoproteid mit 0,18 °/o Fe dargestellt werden konnten. 

Ks geniigt ferner die Zahlen, welehe die Menge der ii 


den Lebern der Versuchskaninehen &, 10, 11 und 12 erhaltenen 
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Nucleoproteide darstellen, mit denen zu vergleichen, die ent- 
-prechende Prozente von Fe in dem Nucleoproteid zeigen, um 
sich zu liberzeugen, dai die Schwankungen dieser Prozente von 
der Menge des gelieferten Nucleoproteids unabhiingig sind. 

Es ist diesbeziiglich nicht unniitz, ausdriicklich zu_be- 
merken, dab alle Manipulationen zur Darstellung des Nucleo- 
proteids aus den Lebern in vollkommen gleicher Weise vor- 
vsenommen worden sind, und die Ausfillung des Nucleoproteids 
immer mit Essigsiiure der gleichen Konzentration erfolgte. 

Die Werte fiir den Prozentgehalt des Nucleoproteids an P 
<hwanken dagegen innerhalb engster Grenzen (siehe Tab. IID, 
und das spricht fiir die Konstanz der relativen Reinheit des 
\ucleoproteids in den verschiedenen Bestimmungen, um so mehr, 
als diese leichten Schwankungen der Prozente an P des Nucleo- 
nroteids sich von den Variationen der Menge desselben, die 
ede Leber leferte, unabhiingig erweisen. So erhiilt man z. B. 
bet Kaninchen 4 0.5170 g Nucleoproteid pro 100 ¢ Leber, mit 
einem Prozent an P von 2.83, wihrend Kaninchen 5 0,3949 g 
\ucleoproteid pro 100 g Leber liefert, mit einem Phosphor- 
vehalt von 2,65 °%/o. 

Der prozentische Gehalt des Nucleoproteids an P schwankte 
hel meinen Bestimmungen von einem Maximum von 2,83 9/0 
zi einem Minimum von 2,51°/o. Das ergibt einen gemein- 
<chaftlichen Durchschnittswert (aus 13 Analysen berechnet) von 
2.66% 0, withrend Fe in den gleichen Nucleoproteiden von 
einem Minimum von 0,18°/o zu einem Maximum von 0,44°/0o 
vel den normalen Kontrolltieren, und von einem Minimum von 
~ 0549/0 zum Maximum von 1,10°/o bei den Versuchstieren variiert. 

Die extremen Werte aber bleiben bei meinen Untersu- 
clungen immer innerhalb engerer Grenzen als die von Bunge!) 
' ur die Lebern von Katzen angegebenen und die von Novi?) 
tir das aus Lebern normaler oder mit Eisenpriiparaten behan- 
eller Hunde erhaltene Ferratin. 

Es ergibt sich also aus meinen hier mitgeteilten Unter- 
suchungen, dai: 


‘) Bunge, |. ¢. 
2) Novi, lI. ¢. 
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1. Beim normalen Kaninchen in der Leber im Durch- 
schnitt (5 Bestimmungen) 9,01 mg Fe pro 100 g Leber sich 
finden, was mit dem von E. Salkowski angegebenen Werte 
(1. ec. S. 260) 9,02 zufallig absolut tibereinstimmt. 

2. Die Gesamtmenge des Eisens in der Leber erreic}| 
bei den mit paranucleinsaurem Eisen behandelten Tieren pro 
100 g Leber ein Mittel von 19 mg (9 bBestimmungen). 

3. Im Nucleoproteid der Leber findet sich konstant Eisen 
und zwar bei normalen Tieren von 0,18 zu 0,449/o schwankend. 
Bei den mit paranucleinsaurem Eisen behandelten ‘Tieren in 
Maximum 1,10° 0. 

i. Die Menge des im Nucleoproteid enthaltenen Eiseis 
ist nicht genau der Gesamtmenge des in der Leber enthaltenen 
Le proportional. 

Auch die Zunahme des Eisens im Nucleoproteid der Lebern 
von Kaninchen, die mit paranucleinsaurem Eisen behandelt 
worden, ist nicht genau proportional der Zunahme des ge- 
sumten Eisengehalts der Leber. 

6. Wiahrend P immer konstanten Wert als Komponente 
des Nucleoproteids aufweist, ist der Wert des Fe als Kompo- 
nente dieses Korpers ein inkonstanter. 








Die Arbeit der Darmmuskeln. 
Von 
Otto Cohnheim. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Januar 1908.) 


Zu den Versuchen, den Stoffwechsel und Kraftwechsel 
les ganzen menschiichen und tierischen Korpers zu messen, 
haben sich in der letzten Zeit Versuche gesellt, den Umsatz 
bei der ‘Tiitigkeit der einzelnen Organe zu bestimmen. Alle 
Organe und Gewebe des Warmbliiterkérpers verbrauchen Sauer- 
stolf und produzieren Kohlensiure, und so setzt sich der Stoff- 
wechsel des Tieres naturgemiifh aus emer grofen Rethe von 
Summanden zusammen, die einzeln zu bestimmen um so schwie- 
wer ist. als der Warmbliiterorganismus tiber eine Fiile von 
Kompensationen verligt, durch die unter Umstinden der Mehr- 
oder Minderverbrauch in dem einen Organe durch einen ge- 
ringveren oder grofsieren Verbrauch in einem anderen ausge- 
‘lichen werden kann. Rubner!) hat eingehend auseinander- 
vesetzt, dali im Gebiete der chemischen Wiirmeregulation eine 

ch so starke Arbeil der vegetativen Organe in ihrer. stoff- 
ichen Wirkung vollstiéndig verdeckt wird. Aus der Gesamt- 
ausscheidung eimes ‘Tieres darf man daher auf die Tiitigkeit 
eines einzelnen Organes immer nur mit besonderer Vorsicht 
<chlieben, und es ist wiinschenswert, den Umsatz womdglich 
i einem isolierten Organe zu studieren. 

In dieser Hinsicht liegen nun in letzterer Zeit eine Reihe 
iochst bemerkenswerter Versuche von Barecroft und seinen 
Mitarbeitern vor, die bei der Speicheldriise,?) dem Pankreas,*) 


‘YM. Rubner, Die Gesetze des Energieverbrauches bei der Er- 
nrung, Leipzig und Wien, 1902. 
*) J. Barcroft, Journ. of Physiology, Bd. XXV, 5. 265 (1900). 
) J. Barcroft and E. H. Starling, ibid,, Bd. XXXI, S. 491 (1904). 
31* 
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der Niere,!) dem Diinndarmepithel?) und dem Herzen*) von 
dem zustrOmenden und abstr6menden Blut Proben entnommen 
und auf ihren Gehalt an Sauerstoff und an Kohlenséure ana- 
lysiert haben. Wenn sie auBberdem die Menge des durch das 
Organ strOmenden Blutes bestimmten, konnten sie aus diesen 
Zahlen berechnen, wieviel Sauerstoff das betreffende Organ 
bei Ruhe oder bei Tiitigkeit verbraucht, und wieviel Kohlen- 
siiure es in beiden Fiillen produziert. Aus ihren Zahlen JaBt sich 
ersehen, daly alle diese Organe schon ohne erkennbare ‘Tiitig- 
keit etwas Sauerstoff verbrauchen und etwas Kohlensiure pro- 
duzieren. Sobald aber die Epithelien durch Reize zur Sekre- 
tion oder Resorption veranlabt werden, werden die Organe 
reichlicher mit Blut durehstr6mt, und wird der Sauerstolfver- 
brauch betriichtlich, oft um das Mehrfache gréfer als vorher. 
Auch die Kohlensiiureproduktion stieg meist deutlich an, um 
nach Beendigung der Tiitigkeit auf das friihere Niveau abzu- 
sinken. Die relative Vermehrung ist bei allen Organen deutlich, 
die absolute Menge des Sauerstoffverbrauchs und der Kohlen- 
suureproduktion liBt sich aus Barerofts Zahlen bisher nur 
fiir die Niere ermitteln. Es ergeben sich folgende Zahlen: 


Fir 100 ¢ Niere wurden in der Minute verbraucht: 











: ae -” ; Bei wieder geringere: 
Bei geringer Tiitigkeit) Wahrend starker Diurese | 7 7 





Tiitigkeit 
*1,8 cem O, 6,2 ccm O, —- 
6.05 » 28,1 » 9.0 cem O, 
16 » 8,1 , 1,8 
1,0 9,5 » — 
OS ae | > _— 
Ld 70» om 


‘) J. Barcroft and T. G. Brodie, ibid., Bd. XXXII, S. 18 (1904): 
Bd. XXXII, S. 52 (1905). 

2, T.G. Brodie, W. C. Cullis and W. D. Halliburton, 7. Intev- 
nation. Physiologenkongref, Arch. internat. de Physiologie, Bd. V, H. 4. 
S. 8 (1907). — T. G. Brodie and H. Voigt, ibid., S. 87. 


‘) J. Bareroft. ibid.. S. 78. 
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Fir 100 g Niere wurden in der Minute produziert: 








Bei wieder geringerer 


Bei geringer Tiitigkeit Wiahrend starker Diurese peso. 
Piitigkeit 





4,7 ccm CO, 4,6 cem CO, 

15,6 > » 249 » » 63 ecm CO, 
7.) » > li, » 4 : 
3,2» , 6.7» > 6.2 > 
27 » » 0.6 1.8 
15 33 > £0 > 


Aus den letzten Zahlen berechnet sich, dab auf der Hohe 
der Diurese, die Barcroft und Brodie durch intravenése 
Harnstoffinjektion bewirkten, von 100 g Niere in 1 Stunde pro- 
duziert wurden: 


992 mg CO, 


29USS » > 

ipge } > 

768» > 
72 
396 


Das sind im Durchschnitt 1018 mg CO,, oder wenn man 
die aus der Reihe fallende 5. Zahl nicht beriicksichtigt, 1207 mg 
CO, pro 100 g Niere und Stunde. Die Zahlen sind sehr hoch : 
sie liegen, wie es der reichlichen Blutversorgung der Niere 
entspricht, weit tiber dem Durchschnitt des Gesamtorganismus. 

Fiir die anderen Organe, die Bareroft untersuchte, ist 
eine derartige Berechnung einstweilen nicht moglich, wenn man 
den Gasgehalt aber mit seinen Zahlen ftir die Niere vergleicht, 
so sieht man, dali der Gaswechsel der anderen Driisen von 
ihnlicher GréBenanordnung ist, wie der der Nieren. 

Sehr hoch ist auch die Kohlensiiureproduktion der Schweib- 
driisen. Rubner') hat die Kohlensitureausscheidung an sich 
ruhig verhaltenden Menschen bei verschiedener Aubentemperatur 
gemessen und dabei ein Minimum der Ausscheidung bei einer 
mittleren Temperatur beobachtet, bei der fiir die Wiirmeregu- 


') M. Rubner, Arch. f. Hvgiene, Bd. XXXVIIT, S. 119 (1900). 
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lation keine Arbeit aufgewendet zu werden braucht. Bei nie- 
drigerer Temperatur steigert der Kérper seine Verbrennungen 
(chemische Wirmeregulation), bei hoherer verdampft er in 
Gegenteil von der Haut Wasser (physikalische Wiirmeregula- 
tion), und diese physikalische Wiirmeregulation geht mit einer 
starken Steigerung der Kohlensiiureausscheidung einher.  Ein- 
und dieselbe Versuchsperson sehied aus: 
Bei 166° C. 36.1 ¢ CO, pro Stunde 


17,49 » 33,2 

18,19 » 269 

91.9% » 24 

25,2 ° a2.¢ 

30.5 ° 34.0 > > 
» 374° DIR» >» > 


Hier mul} die Arbeit der Schweibdriisen, die sich bei der 
hochsten Temperatur allerdings auch in einer Absonderung vou 
300 cem Schweib iuberte, eine gewaltige Menge Kohlensiiure 
erfordert haben. Auber den Schweifdriisen kann wohl nur dis 
vielleicht vermehrte Atmung und die gesteigerte Herzarbeit 
Kohlensiiure kosten, bis zu 20 g bei den hdheren, 6—8 g CO, 
bei mittlerer Temperatur darf man wohl auf Rechnung der 
Schweibdriisen setzen. — Frank und Voit!) haben einem 
kurarisierten Hunde Pilokarpin eingespritzt und die Kohlensiiure- 
ausscheidung vor und nachher gemessen. Sie wurde durcl) 
Pilokarpin, das die meisten Driisen sezernieren lift, um 8,5° » 
gesteigert, woraus sich ebenfalls eine starke Kohlensiurepro- 
duktion der Driisen berechnen libt. 

Die Arbeit aber der Verdauungsorgane libt sich auch noc: 
auf einem ganz anderen Wege messen, als es Barcroft getan 
hat. Ich habe vor zwei Jahren Versuche ver6ffentlicht, bei denen 
ich die Kohlensiiureproduktion der Verdauungsorgane mit eine? 
von der Barcroftschen véllig abweichenden Versuchsanord- 
nung bestimmte.2) Ich habe einen Hund mit am Halse durch- 
schnittenen Osophagus nach Pawlow «scheingefiittert» und dic 
Kohlensiiureausscheidung des Tieres in den der Scheinfiitterung 
folgenden 3 Stunden mit der im Hungerzustande verglichen. 

') O. Frank u. F. Voit, Zeitschr. f. Biolog., Bd. XLIV, S. 111 (190: 

*) O. Cohnheim, Arch. f. Hygiene, Bd. LVII, S. 401 (1906). 
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Ich lieS das Tier, einen kleinen Hund, 3 Minuten lang Fleisch 
fressen und setzte es dann, also wiihrend der Zeit lebhabfter 
(iitigkeit der Magendriisen in das Rubnersche Respirations- 
kalorimeter. In den Kontrollversuchen war alles sonst gleich, 
nur wurde der Hund nicht scheingefiittert. Die Zahlen von 
5 Versuchen waren: 











Hunger Scheinfiitterung 
f. 12,690 ¢ CO, 0,125 ¢ N 13,744 ¢ CO, 0,172 g N 
2. 12,218 ; 0,127 » » 12.305 » O144 » » 
a 10,678 O136 » » 12.831 Q.132 » » 
t. 10,296 0,200 » » | 114,362 . | OB» » 
5. 9,702, >» » Q,132 » » 10,259 > O137 > » 


Durchschnitt] 11,116 g CO, 0,144 ¢ N 12.100 ¢ CO, O59 ¢ N 








In Kalorien umgerechnet ergaben die Versuche : 





Hunger Scheinfiitterung 
1. 41.7 Kal. 44.9 Kal 
2, 404 » W)3 >» 
3. 349 +2,2 
t. 33,2 36,7 
5» 31,7 » 33,5 
Durchsehnitt 36.4 Kal. 39.5 Kal. 


In einer zweiten Versuchsreihe verglich ich wirkliche 
Fiitterung von 50g Fleisch mit der Scheinfiitterung und erhielt 
folgende Zahlen, die in bezug auf den Umsatz des Korpers 
keine Differenz erkennen lassen. Der Unterschied in den Kohlen- 
siiurezahlen beruht nur darauf, daB bei der Scheinfitterung 
liberwiegend Fett, bei der wirklichen Fiitterung viel Eiweil 
verbrannt wurde: 


























Scheinfitterung Wirkliche Fiitterung 
1. 11,722 g CO, 0,061 g N 12,023 g CO, 0,295 g N 
2. 10,926 » 0,145 >» » 11,458 > ’ OS31 >» >» 
3. 10,503 > 0,132 >» » 10,607 >» » 0,247 » » 
Durchschnitt] 11,05 g CO, 0,413 gN | 11,363 g¢ CO, O291 g N 
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Oder in Kalorien berechnet: 


Scheintiitterung Wirkliche Fiitterung 
I. 38.9 Kal. 38,0 Kal. 
2. 35,7 > 35.7» 
3. 34,3 >» 33,5 
Durchschnitt 36.3 Kal. 35,7 Kal. 


Aus diesen Versuchsreihen zog ich den Schlub, dab die 
Differenz zwischen Hunger und Scheinfiitterung, im Durchschnit! 
0,984 ¢ CO, = 3,3 Kal. oder 9°/o des Gesamtstoffumsatzes 
des Tieres, auf der Téitigkeit der bei der Scheinfiitterung in 
Aktion tretenden Organe beruhte. Eine Komplikation durch 
andere Organe im Korper erschien mir unmodglich, weil dem 
Kérper ja tatsiéchlich garnichts zugeftihrt wird, und eine Kom- 
pensation hatte ich nach Rubners Vorgang dadurch ausge- 
sehlossen, daf ich das Tier wiihrend der Versuche in dem auf 
33° erwiirmten Rubnerschen Kalorimeter hielt. Barcrof! 
gibt seine Resultate in Litern Sauerstoff und Kohlensaure an. 
0,984g¢ CO, sind etwa 0,491 CQ, oder bei der vorwiegenden 
Fettverbrennung 0,71 O,. Es fragte sich nun, welche Organe 
und Organteile die Steigerung der Kohlensiureausscheidung bei 
der Scheinfiitterung verursacht hatten. Jeh kam zu der Schlub- 
folgerung, dal} von Sekretionen der grobere Teil der normalen 
Magensaftsekretion und ein kleiner Teil der Pankreas- und 
Darmsaftsekretion gemessen wurden. Die Speichelsekretion als 
solehe wurde nicht gemessen, da die Fiitterung auberhalb des 
Apparates erfolgte. Héchstens konnte der Arbeitsaufwand fiir 
den Wiederaufbau der Driisenzelle in Betracht kommen. le- 
sorplionsarbeit leistete der Diinndarm in einer Intensitiit, dic 
etwa der normalen Verdauung gleichkommt; denn die im Darm 
befindliche Fliissigkeit besteht zum gr6Bten Teil aus den Se- 
kreten, und die Fliissigkeit —, nicht die Stoffresorption stellt 
die eigentliche Aufsaugungsarbeit fiir das Epithel dar.1) Auber- 
dem aber mubte sich an der Kohlenséureproduktion die Mus- 
kulatur beteiligt haben, die des Magenausgangs in etwa der 
Norm entsprechender Intensitiit, die des Hauptmagens schwiicher: 


‘!) O. Cohnheim, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXXVII, S. 443 (1895 ; 
Bd. XXXVI, S. 419 (1899); Bd. XXXIX, S. 1 (1900). 
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die Tiitigkeit der Diinndarmmuskeln lieB sich nicht tibersehen, 
da wir den Reiz fiir die hauptséchlich in Betracht kommenden 
Pendelbewegungen nicht kennen. 

In der Vermehrung der Kohlensiiureproduktion durch die 
Scheinfiitterung von 0,984 g oder 0,49 1 stecken also die 
Arbeit von Driisen und die Arbeit von glatten Muskeln. Der 
(Gaswechsel bei der Arbeit glatter Muskeln ist bisher tiberhaupt 
noch nicht bestimmt worden, und so schien es mir von In- 
teresse, die Kohlensiureproduktion bei der Tiitigkeit 
der Diinndarmmuskulatur zu messen. 

Versuchsanordnung. 

Die Muskulatur des Diinndarms isoliert arbeiten zu lassen, 
ist leichter, als irgend ein anderes Organ. Ich habe vor Jahren 
heschrieben,!) dafi der aus dem Korper herausgenommene Diinn- 
darm von Katzen sich stundenlang lebhaft bewegt, wenn man 
ihn in Ringersche Losung oder in Blut legt und Sauerstoff 
durch die Fltissigkeit leitet. Ich hatte damals in der Haupt- 
sache die Tiétigkeit des iiberlebenden Epithels studiert, und die 
Bewegungen der Muskulatur nur nebenher beschrieben, die 
Methode der Beobachtung der Darmbewegungen in Ringer- 
scher Lésung ist aber seitdem durch die Untersuchungen von 
Magnus?) sehr bekannt geworden, der mittels dieser Methode 
die Innervation der Darmbewegungen aufkliren und tiber die 
allgemeinen Eigenschaften nervoser Zentren grundlegende Fest- 
stellungen machen konnte. 

Ich habe daher Katzen in voller Verdauung nach 
Magnus’ Beobachtungen bewegt sich der Darm dann besser 
— getoétet, den Diinndarm rasch herausgenommen und ihn in 
Ringersche Lésung gelegt. Dann spiilte ich den Darm, wenig- 
stens in den meisten Versuchen, 2mal mit Ringerscher Losung 
durch, fiillte inn mit Ringerscher Losung bis zu einer mittleren 
ltillung — auch dies verbessert die Bewegungen —, band ihn 
oben und unten zu, spiilte ihn in Ringerscher Lésung ab 


'! O. Cohnheim, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXXVIII, S. 419 (1899). 

2) R. Magnus, Pfliigers Arch., Bd. CII, S. 123 u. 349; Bd. CII, 
S. 515 u. 525 (1904), Bd. CVIII, S. 1; Bd. CIX, S. 1 (1905), Bd. CX], 
>. 152 (1906). 
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und legte ihn dann fiir 1 bis mehrere Stunden in Ringersche 
Losung, durch die aus einer Bombe Sauerstoff hindurch ge- 
leitet wurde. Den aus der Ringerschen Losung abstrOmenden 
Sauerstoff leitete ich dann zur Kohlensiiurebestimmung durch 
eine mit Barythydratl6sung von bekannter Konzentration gefiillte 
Pettenkofersehe Rohre. Am SehlubB der Versuche wurde de: 
Inhalt der NGhre genau in der Art, wie es beim Voit-Petten- 
koferschen Respirationsapparat vorgeschrieben ist, titriert. 

Die Ringersehe Lésung enthielt bei allen Versuchen im 
Liter: 0,3 g¢ NaHCO,, 0,24 g¢ CaCl,, 0,42 g KCl, 9 g Natl. 
Durch Wontrollversuche tiberzeugte ich mich: 

1. Dab 2stiindiges Durchleiten des Sauerstoffs durch 
Ringersche Losung den Titer der BarytlOsung nicht iindert. 

Dal auch bei Zusatz von BaCl, und HgCl,, der in 
einigen Versuchen erforderlich war, der Titer der BarytlOsung 
sich nicht iindert. 

3. Dab nach Zusatz von Schwefelsiure zur Ringerschen 
Losung die in der Lésung_ priiformierte Kohlensiiure richtig 
wiedergefunden wird, daf es aber hiefiir erforderlich ist, eine 
Stunde lang den Sauerstoff durch die Lésung zu leiten. 

t. Dab auch bei Zusatz von BaCl, und HgCl, zur Ringer- 
schen Lésung die Kohlensiiure nach Zusatz von Schwefelsiiure 
richtig wiedergefunden wird. 

Mit Riicksicht auf 3 habe ich nach Herausnahme des 
Darms noch immer 1—2 Stunden lang den Sauerstoff durch 
die Losung geleitet. — Nach den Erfahrungen von Magnus 
sind die Darmbewegungen lebhafter, wenn der Darm nicht zu 
lange in der gleichen Fliissigkeit schwimmt. Ich habe daher 
alle 20—30 Minuten die Fliissigkeit aus der Durchleitungsflasche 
ausgeschiittet und durch neue ersetzt. Die abgegossenen Fliissig- 
keiten wurden reichlich mit HgCl, versetzt und in einem ge- 
schlossenen Cefii} aufbewahrt; nach SehluB des Versuches 
wurden alle Lésungen vereinigt und dann also noch 1!/2 Stun- 
den Sauerstoff durchgeleitet. In einigen Fiillen habe ich dann 
noch Schwefelsiiure zu der Lésung hinzugesetzt und wieder 
fiir 11/2 Stunden Sauerstoff durch die Losung und eine neue 
Barytrohre geleitet, um festzustellen, ob etwa etwas von der 
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gebildeten Kohlensiiure gar nicht neugebildet) war, sondern 
aus dem NaHCO, der Ringerschen Lésung stammte. Der Darm 
schwamm in 150—200 cem Ringerscher LOsung, die Dureh- 
leitungsflasche stand in einem grofen Wasserbad, das auf 
39—40° gehalten wurde. 

Nach Beendigune des Versuches schnitt ich den Darm 
am einen Ende auf und driickte mit den Fingern Inhalt und Epi- 
thel aus ihm heraus. Ich wuaBbte von den friiheren Versuchen. 
daB sich in 1—2 Stunden das Epithel des Katzendiinndarms 
von der Submucosaablést. Durch mehrmaliges kriiftiges Streichen 
ibt sich das Epithel so vollstindig ausdriicken, daf man nach 
Aufschneiden des Darms mit dem Messer kaum mehr etwas 
entfernen kann. Der vom Epithel befreite Darm wurde gewogen: 
er bestand also aus den beiden Sechichten der Muscularis, aus 
der Serosa, den nervOsen Teilen und dem Bindegewebe. Die 
Hauptmenge macht die Muskulatur aus. 

Resultate. 

Die ersten Versuche, bei denen ich einfach. wie be- 

schrieben verfuhr, ergaben folgende Resultate: 








Ge- Pro- CO, pro- 
duk- Priformierte duziert 
Nr. Dauer wicht tj pro LOO 
lon | CO, u. 1 Std. | 
g mg Ing 
| 2 Std. — 52 nicht bestimmt 
2 \4 62 37 > GU 
31|2 » 10M. D0 37 > 34 
t | > Ss y+, » 3&8 
5/1 > 10: 65 i | | 1s Bewegung 
sehr schlecht 
6\2 » 64 4a . a 
711 77 4d 10 mg 4-4 


Es war aber nun die Frage, was ich bei diesen Versuchen 
gemessen hatte. Der Darm hatte bei den Versuchen mit Aus- 
nahme von Versuch 5 lebhafte Pendelbewegungen ausgefiihrt, 
die Muskulatur mufite also Kohlensiiure produziert haben. Aber 
war sie die einzige Quelle? Zuniichst waren sicher auch die 
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nervosen Zentra titig, die diese Bewegung hervorrufen. Aber 
die sind ja notwendig titig, immer wenn sich ein Muskel be- 
wegt, und so ist es kein Sehaden, ihre Arbeit mit der der 
Muskeln zusammen zu bestimmen. 

Kin anderes aber ist es, wenn sich an der Kohlensiiure- 
produktion vielleicht auch das Epithel des Darmes und die im 
Darmlumen wuchernden Bakterien beteiligten. Ich habe friiher 
ja beobaehtet und habe mich auch bei diesen Versuchen gele- 
gentlich davon tiberzeugt, daB die Flissigkeitsmenge im Darm 
sich in der ersten Zeit erheblich vermindert, eine Verminderung, 
die auch nicht auf einer Aufquellung des Epithels beruht, son- 
dern auf einem Wassertransport von innen nach aufen. In 
der ersten Zeit der Versuche war das Epithel also noch lebendig, 
es konnte wiihrend dieser Zeit und beim Absterben Kohlensiiure 
produzieren. Und dai der Darm trotz erfolgter Aussptilung bak- 
terien enthielt, ist ja sicher, wenn sie auch wiihrend der kurzen 
Versuchsdauer sich schwerlich stiirker vermehrt haben werden. 

Ich habe mir daher zuniichst so geholfen, dab ich das 
Kpithel mechanisech beseitigte. Magnus!) hat beobachtet, dali 
die Darmmuskulatur noch regelmiifbige Bewegungen ausfiihrt, 
wenn man den Darm aufschlitzt und das Epithel mitsamt dem 
Meissnerschen Plexus bis auf die Submucosa abschabt. Ichi 
habe daher den in Ringerscher L6sung schwimmenden Darin 
in Stiicke von 10—20 em Liinge zerschnitten, ihn aufgeschnitten, 
mit dem Messer die Schleimhaut méglichst exakt entfernt und 
die aus Muskulatur und Serosa bestehenden Streifen in die 
Durchleitungsflasche getan. Die Muskulatur rollte sich dann tes! 
zusammen, sodafh man, wenn man die Streifen nicht wie Magnus 
aufspannt, die Bewegung kaum erkennen kann. Aus diesem 
Grunde und weil in der Fliissigkeit ein deutlicher Faulnisgeruch 
eintrat, offenbar von den Bakterien des Darminnern herrihrend. 
gab ich die Methode wieder auf. Die erhaltenen Zahlen fii 
die epithellosen Diirme lauteten (siehe Tabelle auf 5S. 471): 

Ich iiberzeugte mich davon, dais die Darmbewegungen 
wenigstens 2 Stunden lang in unveriinderter Weise erfolgen, 
wenn man den Darm mit einer Quecksilberchloridlésung von 


') Pfliigers Arch., Bd. CII, 8. 354 (1904). 
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Ge- Produ- CO, 
. pro 
pe ziert 1 Std 
Nr. Dauer | wicht CO old. 
Vy u.l00g 
| g mg mg 
s 2 Std 73 tS 32 
9/2 15M. 83 59 32 
(0 2 83 i a4 An dem gleichen Darm wie Ver- 
{ > be Ys ‘ 24 c 


' such 9, unmittelbar hinterher 


O.17°/o fillt. Damit schiitzt man sich einmal natiirlich voll- 
stiindig vor bakterienentwicklung, und auBerdem kann man 
wohl sicher sein, dai das Darmepithel bei Bertihrung mit der 
starken Sublimatlosung seine Tatigkeit momentan einstellt. Ob 
das Sublimat fiir die Muskeln und Nervencentra des Darms 
irrelevant ist, oder ob es an das Eiweif des Epithels gebunden 
wird und die anderen Gewebe tiberhaupt nicht erreicht, habe 
ich nicht gepruft. Ich habe zuniachst einmal einen Darm mit 
Sublimat von 0,17°/o in Ringerscher Losung gefiillt, ihn dann 
cedffnet, den Inhalt zusammen init dem Epithel in Ringersche 
Losung getan und Sauerstoff durchgeleitet. Der Titer einer 
vorgelegten Barytlésung éinderte sich nicht, soda also nicht 
etwa bei der Reaktion des Quecksilberchlorids mit dem Epithel 
Kohlensaure oder andere Siiuren entstehen. — Die folgenden 
Versueche sind also so angestellt, dali} der Darm mit Sublimat 
in Ringerscher Losung geftillt wurde, und dann erst, wie oben 
beschrieben, in Ofter gewechselte Ringersche Losung kam. Die 
esultate waren die folgenden: 











dp 
| Ge- | Pro- Pro 
1Std. 
. |, du- - 
Nr. Dauer 'wicht,;,, Praformiert | ¥- 
‘ 00 ¢ 
g mg mg 
11 2Std. | 45 23 > nichtbestimmt 26 
121 » 30M.; 45 | 40 22 mg 27 
, , , unmittelbar nach Ver- 
| ) ») |S fy , ; 
13 2 43 42 ‘nichtbestimmt — ‘ ; 
: s oo nicht bestin such 12 am gleichen Darm 
l4/1 » | 72 | 34 8 mg 36 


ld 1 >» 67 | 28 16,5 » 17 Apokodeinzusatz 
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Die Zahlen 26, 27 und 36 mg sind also etwas niedriger 
als die der friiheren Versuche, was wohl mit der Ausschaltung 
des Epithels zusammenhingt. Die hier gewonnenen Zahlen aber 
glaube ich nun in der Tat als den reinen und richtigen Aus- 
druck der Kohlensiiureproduktion der sich bewegenden Darni- 
muskulatur betrachten zu mtissen. Eine andere Quelle der 
Kohlenséure kommt nicht in Betracht, und daB wir es mit nor- 
maler und nicht etwa mit absterbender Muskulatur zu tun haben. 
beweisen die Untersuchungen von Magnus, der an demselben 
Objekt alle Reflexe des Darms auffand und es gerade zum Stu- 
dium der normalen Bewegung geeignet fand. Dab die Kohlen- 
siiureproduktion hier eine Funktion der Bewegung ist, beweis! 
endlich der Versuch 5, bet dem aus unbekannten Griinden der 
Darm sich von vornherein iiuberst wenig bewegte und bei dem 
die Kohlensiureproduktion viel niedriger war als sonst; und 
es beweist ferner der Versuch 15. Hierbei habe ich der Auben- 
fliissigkeit und dem Darminhalt Apokodein zugesetzt, das nach 
Magnus!) den Darm nach einiger Zeit in Diastole still stehen, 
erschlaffen libt. Nach einiger Zeit lag der Darm still, und nun 
erst tat ich ihn in die Durchleitungsflasche. Dretviertel Stunden 
lang war gar kein Niederschlag in der Barytrohre sichtbar, ers! 
zum SchluB trat er auf, aber bei Beendigung des Versuches 
war der Darm totenstarr,?) und es fand sich eine erbebliche 
Menge priiformierte Kohlensiiure. Von der an sich sehr kleinen 
Menge Kohlensiiure bei diesem Versuch kam also ein grofer 
Teil auf beim Absterben erst entwickelte. 

Was es mit der kleinen Menge Siiure auf sich hat, durch die 
zuder neugebildeten auch etwas von der Kohlensiure der Ringer- 
schen Losung tibergetrieben wird, weib ich nicht. Etwas grober 
ist die Menge auber in dem Apokodeinversuch nur in Versuch 12. 
indemichden Darm nicht ausspiilte, sodaB saurer Darminhalt vor- 
handen gewesen sein kann. In Versuch 7 und14 handelt es sich 
um wenige Milligramme, die das Resultat nicht beeinflussen konnen. 


'; Pfliigers Arch., Bd. CVIIL, S. 56 (1905). 
*) P. Saxl (Hofmeisters Beitr., Bd. IX, 8. 18 [1906]) meint, de 
slatte Muskulatur zeige keine Totenstarre. Fiir den Darm trifft das nicl! 


zu: hier kann man die Starre gut fiihlen. 
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Das Resultat ist, dab die Darmmuskulatur der 
Katze bei normaler Bewegung und ziemlich starkem 
Fiillungszustande nur 20—40 mg CO, in der Stunde 
produziert, etwa 25—86 mg pro 100g schleimhaut- 
losen Darms, 

Diskussion dieser Zahlen. 

Diese Zahlen sind tiberraschend klein, zunichst im Ver- 
sleich zu der Kohlensiiureproduktion der Nieren, die, auf die 
Gewichtseinheit des ganzen Organs berechnet, 20—70 mal so 
groB ist, wie die der glatten Muskeln des Darms. Die Kohlen- 
siiureproduktion bei der Scheinfiitterung, die ich beobachtet 
hatte, riihrt also nicht etwa von Bewegungen der Verdauungs- 
organe her, sondern von ihrer Sekretion. Auch der Gaswechsel 
der Schweibdriisen und anderer Epithelien ist nach den zitierten 
Arbeiten von ganz anderer Grobenanordnung. Wie steht es nun 
uber mit der quergestreiften Muskulatur? Der Gaswechsel der 
aus dem Korper herausgenommenen quergestreiften Muskeln, 
hauptsichlich des Frosches, aber auch von Siiugetieren, ist 
mehrmals bestimmt worden, so von Rubner,!) v. Frey?) und 
Kieteher.*) Aber wie z. Bb. Rubner betont, und wie das 
die mitgeteilten Versuche deutlich lehren, ist das gewif nicht 
der normale Umsatz der quergestreiften Muskeln, sondern man 
haul es mit Absterbeerscheinungen zu tun. Einen ungefihren 
Anhalt fiir den Gaswechsel der Korpermuskulatur kann man 
indessen aus ganz anderen Versuchen gewinnen. Zuntz und 
Schumburg+*) berechnen den Mehrverbrauch an Sauerstolf 
gegentiber der Ruhe, den ein Mensch fiir 1 km Weg braucht, 
auf 1O—11,81 O,. Das wire pro Stunde 8O—100 g CO,. Dieser 
\Mehrverbrauch kommt zum weitaus groften Telle auf die quer- 
vestreifte Muskulatur, von dieser aber wird sich der grobte 
teil mehr kontrahieren oder stiirker spannen als in der volligen 
luhe. Rechnet man die Kérpermuskulatur eines Menschen 

') M. Rubner, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1885, 5. 38. 

*) M. v. Frey, ibid., 1885, 8. 535. 

°) W. M. Fletcher, Journ. of Physiology, Bd. XXIII, S. 10 (1898). 


*) N. Zuntz und Schumburg, Studien z. einer Physiologie des 
‘arsches, Bibliothek v. Coler, Berlin 1901. 
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auf 30 kg, so kommen nach obiger Zahl auf 100 g und Stunde 
zum mindesten 270—300 mg CO,. Zu gauz ahnlichen Werten 
gelangt man, wenn man in Tigerstedts!) Versuchen die CO,- 
Werte fiir ruhende und sich bewegende Menschen vergleicht. 
Die Zahlen sind natirlich Minimalzahlen, denn der quergestreifte 
Muskel produziert auch in der Ruhe Kohlensaure. Trotzdem 
sind die Zahlen etwa 10 mal so hoch, wie die fiir die Darm- 
muskulatur. Man kann auch nicht einwenden, dali die Darm- 
muskeln sich nicht mit hinreichender Kraft betiitigt hatten. 
Bei 40° sieht man den gefiillten Darm sich ununterbrochen 
umherwinden, sich kriimmen und herumwilzen, und wenn man 
ein Steigrohr in das eine Ende des gefiillten Darms einsetzt,?) 
so sieht man die Fliissigkeit immerfort pulsieren, als Beweis, 
dal} ein fortwiihrend wechselnder Druck von 5—10 cm Wasser 
auf sie ausgetibt wird. 

Die glatte Muskulatur, deren Stoffwechsel hier zum ersten 
Male gemessen wird, hat also eine Kohlensaureproduktion, 
die nicht nur um ein Vielfaches kleiner ist, als die aller unter- 
suchten Driisen, sondern sie ist auch mindestens 10 fach kleiner, 
als die der quergestreiften Muskeln. Die groBen Summanden, 
die den Gaswechsel des K6rpers bedingen, sind die Arbeit der 
Driisen und die Arbeit der quergestreiften Muskeln, die der 
elatten Muskeln ist von ganz anderer und viel kleinerer Grofen- 
anordnung. 

Der geringe Stoffumsatz, den die glatte Muskulatur fiir 
ihre Arbeit erfordert, ist aber von mehrfachem Interesse. Einma! 
hiingt es wohl damit zusammen, dai die glattmuskeligen Or- 
gane, der Darm, der Uterus (E. Kehrer),?) das Herz auch 
bei Warmbliitern so auffallend lange auferhalb des Ko6rpers 
am Leben bleiben. Das geringe Sauerstoffbediirfnis des 
Herzens hat Magnus‘) ja direkt gezeigt. Und zum anderen 


') K. Sonden u. R. Tigerstedt, Skandinay. Arch. f. Physiologie, 
Bd. VI, S. 1 (1898). 

*) 0. Cohnheim, Zeitschrift f. Biol., Bd. XXXVIII, S. 425 (1899). 

‘) E. Kehrer, Arch. f. Gynékologie, Bd. LXXXI, H. 1 (1906). 

‘) R. Magnus, Arch. f. exper. Path. u. Pharmakol., Bd. XLYII, 


S. 200 (1902). 


> Se 











Die Arbeit der Darmmuskeln. 475 


wissen wir ja, daf die glattmuskeligen, vegetativen Organe des 
Kérpers auch ihrer Innervation nach auf einer viel tieferen 
Stufe der Organisation stehen, als die vom Riickenmark ab- 
hiingigen quergestreiften Muskeln. Im Darm, im Ureter, im 
Herzen und der Gefiifiwand liegen die nervésen Zentren, die 
den Tonus und die Bewegungen der Muskulatur beherrschen, 
als Nervennetze zwischen der Muskulatur ausgebreitet, ganz 
wir wir es sonst nur bei Medusen, beim Seeigel, bei Schnecken 
und anderen Wirbellosen kennen, und auch die Innervations- 
cesetze, die Magnus beim Diinndarm, Bethe beim Herzen ge- 
finden haben, gleichen durchaus denen, die v. Uexkiill am 
Seeigel, an der Meduse und dem Sipunculus, Bethe an der 
Meduse und bei Aplysia gefunden hat. Der niederen Organisa- 
tion des Nervensystems der glattmuskeligen Organe reiht sich 
nun ihr verhaltnismaéfig niedriger Gaswechsel an, der sie auf 
eine Stufe mit den von Vernon und mir untersuchten Wirbel- 
losen stellt. 

Die hdheren Tiere haben in ihren quergestreiften Muskeln 
und dem zu diesen gehodrigen Nervensystem gegeniiber den 
elattmuskeligen Wesen ein viel vollkommeneres Werkzeug ge- 
wonnen. Aber dies Werkzeug kostet sie auch unverhaltnis- 
méfig viel mehr. 

Hieran 1laft sich eine weitere SchluBfolgerung anknitipfen. 
Im AnschluB an altere Ausfiihrungen von Bunge’) hat Pitter?) 
die Vermutung aufgestellt, es gabe auch im Organismus der 
hOheren Tiere einen anoxybiotischen Abschnitt, die Nahrungs- 
stoffe wiirden in den Geweben zuniachst nur gespalten und 
lieferten dadurch die fiir die Muskelarbeit erforderliche Energie, 
die Oxydation dieser Spaltungsprodukte sei hingegen nur ein 
sekundarer Vorgang. Die Anschauung scheint Anklang gefunden 
zi haben. Frank*) hat demgegeniiber bereits auf die Schwierig- 
keiten hingewiesen, die sich ihr dadurch entgegenstellen, dab 

') G. v. Bunge, Physiologische Chemie, 5. Auflage (1901), S. 458. 

*) A. Piitter, Zeitschr. f. allgemeine Physiologie, Bd. VI, S. 217 


(1906); Bd. VII, S. 16 (1906). — Medizin. naturw. Arch., Bd. 1, S. 61 (1907). 


*) O. Frank, Ergebnisse der Physiologie, Bd. III, Biophysik, S. 488 
1904), 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. 32 
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der Wirkungsgrad der Muskelmaschine so hoch ist. Ich gehe 
noch weiter als Frank und halte es fiir absolut notwendig, 
daf im arbeitenden quergestreiften Muskel die Nahrungsstoffe 
vollstiindig oder doch so gut wie vollsténdig oxydiert werden. 
Der Wirkungsgrad der Muskelmaschine betrigt nach den auf 
ganz verschiedenen Wegen gewonnenen Resultaten von Fick!) 
und yon Zuntz?) zum mindesten 30°,0, wahrscheinlich mehr. 
D. h. es wurden 30°, der Energie, die Fette und Kohlehydrate 
in maximo liefern kOnnen, zu mechanischer Arbeit, h6chstens 
70°;o zu Wirme.  Beriicksichtigt man, dab der Wirkungsgrad 
unserer besten Dampfmaschinen nicht mehr als 13°/o betriigt. 
so muf} man es fiir iiuberst unwahrscheinlich halten, daB ein 
irgend in Betracht kommender Teil der Energie, die aus der 
Verbrennung der Nahrungsstoffe entstehen kann, wo anders 
entsteht als in den Muskeln. Hydrolysen liefern tiberhaupt keine 
Energie*) und alle Spaltungen, die wir kennen, die Zerlegung 
der Kohlehydrate in Alkohol und Kohlensiiure, in Milchséure, 
in Butter- oder Essigsaure, in Methan, die Entstehung von Oxy- 
buttersiiure oder Aceton aus den Fetten, die Bildung von Methy|- 
glyoxal oder von Glycerinaldehyd aus Traubenzucker liefern 
weniger als 10°, der Kalorienmenge, die bei der vollstiindigen 
Oxydation der betreffenden Kérper entstehen; eine Spaltung 
kann also nicht die Energiequelle fiir den quergestreiften Muske! 
sein, da erst der letzte Akt der Verbrennung, die vollstandige 
Oxydation, die nétige Kalorienmenge liefert. 

Alle diese Uberlegungen gelten indessen fiir den quer- 
gestreiften Muskel, der freilich bei den hoheren Tieren die 
Hauptmasse des Lebendigen ausmacht. Die Tiere, bei denen 
Bunge, Weinland‘) und Piitter ein Leben ohne Sauerstoff 
beobachtet haben, sind der Spulwurm und der Blutegel, zwei glat!- 
muskelige Tiere, und die Fliegenpuppen, die sich gar nicht be- 

*) A. Fick, zit. nach dem vorigen. 

*) N. Zuntz u. Schumburg, Pfliigers Arch., Bd. LXII, S. 46! 
(1896). — G. Katzenstein, ibid., Bd. XLIX, S. 330 (1891).— N. Zuniz 
ibid., Bd. LXVIII, S. 191 (1897). — A. Durig, ibid., Bd. CXII, 5. 289 (1900 

‘) E. Grafe, Arch. f. Hygiene, Bd. LXII, S. 216 (1907). 

4) E. Weinland, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XLII, S. 55 (1901 . 


Bd. XLVIII, S. 87 (1905). 
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wegen. Von den glatten Muskeln habe ich oben gezeigt, dab 
sie einen ganz unvergleichlich geringeren Gaswechsel haben, 
als die quergestreiften. Sie haben vielleicht auch sonst ganz 
andere Gesetze, und es verbietet sich, von Beobachtungen an 
vlattmuskeligen Tieren Schliisse auf die h6heren Tiere zu ziehen. 

Die Dauerverkiirzung der glatten Muskeln. 

Bei unseren Korpermuskeln empfinden wir es als die 
erObte Anstrengung, sie eine gewisse Zeit hindurch in gleich- 
miibiger Verktirzung und Spannnng zu halten, und Bornstein 
und Poter') im Laboratorium von Zuntz und Johannsson 
und Korae?) haben gezeigt, daf auch der Gaswechsel bei der 
sog. «Statischen Arbeit» hoch ist. Fiir die glatten Muskeln 
aber brauchte das nicht zu gelten. v. Uex kill) hat bei bestimmten 
glatten Muskeln — den Retraktoren des Riissels von Sipun- 
culus nudus — beobachtet, dal sie, wenn man sie im kontra- 
hierten Zustande von ihrem Zentrum abtrennt, dauernd kon- 
trahiert bleiben. Die Erscheinung ist auch an anderen glatten 
MuskelIn — Iris — beobachtet worden; sie beweist, daf die 
glatten Muskeln eine Dauerverkiirzung behalten kénnen, ohne 
dali sie wahrend dieser Zeit innerviert zu werden brauchen. 
lm Unterschiede von den quergestreiften bediirfen die glatten 
Muskeln keiner fortwahrenden Zufuhr von nervéser Erregung 
oder nervOsem Tonus, um verkiirzt und gespannt zu bleiben. 
Aber Bethe*) hat noch eine weitere Vermutung ausgesprochen; 
er meint, daf die glatten Muskeln auch ohne Energieaufwand 
gespannt und verkiirzt bleiben konnten. Gegen diese Auffassung 
wendet Frank®) ein, dah sie theoretisch wohl méglich, aber 
<0 lange unbewiesen sei, als iiber den Stoffverbrauch der glatten 
Muskeln sowohl bei Bewegung wie eben bei dieser Dauer- 
kKontraktion gar nichts bekaant sei. Ich habe nun die Mus- 


''A.Bornsteinu.E. Poter, Pfliigers Arch., Bd. XCV,S. 146(1903). 

7) J. E. Johannsson u. G. Koraen, Skandinav. Arch. f. Physio- 
ogie, Bd. XIII, S. 229 (1902). 

") J. v. Uexkiull, Zeitschrift f. Biol., Bd. XLIV, S. 302 (1903). 

*) A. Bethe, Allgem. Anatomie u. Physiologie des Nervensysteins, 


S 366 ff. (1903). 


°) O. Frank, Ergebnisse der Physiologie, Bd. Ill, Biophysik, S. 506 


(L904). 
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kulatur des Darms in Dauerverktirzung — Tetanus wiirde man 
bei den quergestreiften Muskeln sagen — versetzt und den Stofi- 
verbrauch in derselben Weise gemessen, wie bei der Bewegung. 

Zur Erzeugung einer dauernden kriiftigen Kontraktion be- 
diente ich mich des Chlorbaryums, das nach Magnus’) 
bei der Darmmuskulatur eine auf erordentlich kraftige, anhal- 
tende Dauerkontraktion hervorruft. Ich setzte der Ringerschen 
Lésung 0,3 g¢ Chlorbaryum auf 200 cem zu; dann zieht sich 
die Darmmuskulatur fest zusammen und bleibt, ohne weitere 
Bewegungen auszufiihren, also «in Systole», bis zum Absterben. 
Die Zusammenziehung des mit Fliissigkeit gefiillten und an den 
Knden zugebundenen Darms war so stark, daf} er mir zweimal 
geplatzt ist. Die Versuchsanordnung war sonst ganz die gleiche 
wie vorher, die chlorbaryumhaltende Ringersche Losung wurde 
mehrmals gewechselt. 

Ich lasse zunachst die Versuche folgen, bei denen ich 
im Anschluf8 an vorherige Bewegungsversuche den Darm unter 
Chlorbaryumwirkung setzte. Ich fiihre die friiher zitierten Be- 














Ge- Art der Produ- 





ziert 
Nr.) Dauer _— can. — 
| wicht Kon CO, 
| | g | traktion mg 
2 |1Std. | 62 Bewegung 37 
16 1 : 62 Tetanus 33 
ee | , 
8 j2 : 73 Bewegung! 48 | Epithel abgeschabt 
17 (2 73 Tetanus | 38,5 » : 





312 » 10M. 50 Bewegung, 37 
18 1 » 30>» 50 Tetanus | 40 


4 1 » 58 Bewegung 22 

19 (2 » 58 Tetanus | 56 

5 1 » 10>. 65 Bewegung 14 | 

20 1 » 15>» 65 | Tetanus 20 | Epithel nach 1. Versuch entfern! 
11 (2 45 Bewegung 23 | Darm enthielt Sublimat 

21 2 » 45 | Tetanus 33 » » 


') R. Magnus, Pfliigers Arch., Bd. CVIII, S. 44 (1905). 
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wegungsversuche noch einmal an, um das Verhiiltnis zwischen 
der Kohlensiiureproduktion bei Bewegung und der bei Tetanus 
zu zeigen. Die Nummern sind die friiheren, die Tetanusversuche 
fortlaufend numeriert. Bei Versuch 8/17 war das Epithel 
von vornherein abgeschabt, bei Versuch 5 20 wurde es nach 
Beendigung des 1. Versuchs durch Ausdriicken mit dem Inhalt 
entfernt. Der Tetanusversuch geschah also am epithelfreien Darm. 

Schon diese Versuche zeigen, dab die Kohlensiiurepro- 
duktion der Darmmuskulatur bei Dauerverktirzung etwa ebenso 
eroh ist, wie bei der Bewegung, der abwechselnden Verkiirzung 
und Wiedererschlaffung. Aber die Zahlen sind wohl nicht ein- 
wandsfrei; denn die Versuche sind nach den anderen Versuchen 
angestellt und kénnten durch Bakterien kompliziert sein. Nur 
hei dem letzten Versuche, bei dem der Darm mit Sublimat 
sefiillt war, lag dieses Bedenken nicht vor und er zeigt sogar 
eine héhere Kohlenséureproduktion bei Tetanus als bei Be- 
wegung. Immerhin habe ich noch einige Versuche angestellt, 
bei denen der Darm von Anfang an in Chlorbaryum kam. In 
das Durchleitungsgefiif} kam er erst, wenn er fest kontrahiert 
war, soda also nur das Bestehen, nicht der Kintritt der Dauer- 
verkiirzung gemessen wurde. Der Darm war mit Sublimat von 
0.17°/o in Ringerscher Lésung gefiillt. In einigen Fillen wurde 
weiler durch nachtriiglichen Zusatz von Schwefelsiéure zur 
Ringerschen Lésung bestimmt, wieviel von der Kohlenséure 
nicht neugebildet war, sondern in dem NaHCO, der Lésung 
priformiert, und nur ausgetrieben. 














Pro- slaeenans CO, pro 100 g 
Gewicht duktion Praformiert 
Nr. Dauer CO und Stunde 
7" CO, 
| g mg mg 
22. |2Std.5M.| 66 | 58 | nicht bestimmt | 42 
23 | 1 > 45 42 20mg 49 
24 | 1 73 | #2 | 22 23 
25 | 47 M. 99 | Be | 5 > 30 


Es ergab sich also, dafi die Dauerkontraktion zu einer 
ungeféhr ebenso grofien Kohlensiureproduktion fiihrt wie die 
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Bewegung. Nur ein Einwand war mdoglich. Die feste Kon- 
traktion der Darmmuskeln, die Chlorbaryum hervorruft, gehi 
direkt in das Absterben tiber und ist dann von der Totenstarre 
schwer oder nicht zu unterscheiden. In der Tat laBbt die auf- 
fallend grobe Menge der priiformierten Kohlensiéure in Ver- 
such 23 und 24 daran denken, dal} hier eine Absterbeerschei- 
nung vorliegt. Ich hielt es fiir unwahrscheinlich, da der Kohlen- 
siiureniedersch!ag schon von Beginn der Versuche an sichtbar 
ist. Immerhin habe ich bei dem letzten Versuch, Nr. 25, etwas 
weniger Chlorbaryum genommen, sodaf der Tetanus erst nach 
2 Minuten eintrat, und habe den Versuch nur 47 Minuten dauern 
lassen. Dabei war nun die Menge der praformierten CQ, nur 
ebenso unbedeutend wie in den Bewegungsversuchen, und die 
Menge der vom Darm_ produzierten Kohlensaure betrug doch 
30 mg pro 100 g und Stunde. — 

Die Dauerkontraktion der glautten Muskeln ist also zwar 
mit einem absolut ebenso geringen Stoffumsatz verbunden, wie 
ihre Bewegung iiberhaupt. Aber sie erfordert mebbare Energie. 
Die Uexkiillsche Feststellung, dai sie keine Innervations- 
energie beansprucht, bleibt natiirlich bestehen: sie ist wohl 
die Ursache, dab die betreffenden Organe, das Herz, der Darm, 
der Uterus, der SchliefSimuskel der Muscheln, nicht oder jeden- 
falls nicht in der Weise ermiiden, wie unsere KOrpermuskeln. 
Aber die weitere Annahme, daf die Dauerverkiirzung des Muskels 
selbst auch keinen Stoffverbrauch beanspruche, hat in dem 
vorliegenden t. Versuch, den Stoffwechsel glatter Muskulatur 
zu messen, keine Stiitze gefunden. 

Zusammenfassung. 

1. Die Kohlensiiureproduktion der Darmmuskulatur = bei 
ihren normalen Bewegungen betragt etwa 26—36 mg pro 100 ¢ 
und Stunde. 

2. Sie ist also mindestens 10mal so klein als eine ent- 
sprechende Arbeit der quergestreiften Muskulatur und 20—70 ma! 
so klein, als die Arbeit der Driisen. 

3. Bei der Dauerkontraktion der glatten Muskeln wird 
ebensoviel Kohlensiiure produziert, wie bei ihrer Bewegung. 

















Uber die Bildung von Rechtsmilchsdure bei der Autolyse der 
tierischen Organe. 


Ill. Mitteilung. 
Die Milchsaurebildung bei der Autolyse des Muskels. 
Von 
Katsuji Inouye und K. Kondo. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 


Der Redaktion zugegangen am 20. Januar 1908.) 
g 


Daf sowohl bei der Tiitigkeit wie bei der Totenstarre des 
\luskels eine Zunahme der darin enthaltenen Milchsiiure § statt- 
lindet, ist allgemein anerkannt und durch zahlreiche Versuche 
festgestellt. Aber die Frage, ob diese Milchséurebildung auf 
ciner Lebenstiitigkeit des Protoplasmas beruhe oder zu einem 
Fermentprozel gerechnet werden mub, ist bis jetzt noch nicht 
mit Sicherheit entschieden worden. 

Schon Emil Du Bois Reymond!) hat durch die Ver- 
suche, die die Lebenstiitigkeit der Muskelzelle ausschlieBen, 
wahrscheinlich gemacht, da die Siurung des ausgeschnittenen 
Muskels durch ein Ferment bewirkt wird. Er hat néimlich sechs 
Muskeln, A, B, C, D, E, F, in Wasser von 45°, 50°, 55°, 60°, 
79°, 100° getaucht und folgendes beobachtet: «Alle verlieren 
uatiirlich ihre Leistungsfihigkeit und werden totenstarr, die den 
hoheren Temperaturen ausgesetzten sogar doppelt totenstarr, 
wegen der Gerinnung nicht nur des Muskelfaserstoffes, sondern 
auch des Muskeleiweifbes. Untersucht man die Reaktion des 
(uerschnittes dieser sechs Muskeln, so stoft man auf ein sehr 
unerwartetes Ergebnis. Muskel A reagiert, wie schon gesagt, 

‘') Emil Du Bois Reymond, Muskel- und Nervenphysik, 1877, 
Bd. WH, S. 17—18. 
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entschieden sauer. Die Reaktion von Muskel B und C ist sehr 
zweifelhaft, die von B mehr séuerlich, die von C mehr neutral. 
Muskel D ist durchaus neutral, Muskel E neigt zum Alkalischen, 
und endlich Muskel F, der fiinf Minuten in siedendem Wasser 
verweilt hat, reagiert ganz deutlich alkalisch. » 

Otto Nasse!) hat auch in tiberzeugender Weise dar- 
getan, dafi die unter den verschiedenen Bedingungen sich geltend 
machende Milchsiiurebildung im Muskel durch einen Ferment- 
prozeh bedingt ist und sich unabhingig von einer Einwirkung 
des lebenden Protoplasmas vollzieht. 

In der Tat ist es Julius Stoklasa?) und seinen Schiilern 
gelungen, ein Ferment aus Muskel darzustellen, das die Milch- 
siiure aus Traubenzucker zu bilden vermag. 

Dagegen fielen eine Reihe von Versuchen einiger Forscher 
zu Ungunsten der Fermenttheorie aus. E. Salkowski*) dige- 
rierte die Schenkelmuskulatur von einem Hunde mit Chloro- 
formwasser 67—92 Stunden lang bei Bruttemperatur und _ hat 
die Digestionsprodukte der genaueren Untersuchung unterworfen. 
Hierbei konnte er auffallenderweise nicht eine Bildung von 
Milchsiiure und in Wasser léslicher Siiure tiberhaupt beobachten 
Auf Grund dieser Beobachtung glaubt er annehmen zu diirfen, 
daf} «der Muskel nicht Milchsiiure bildet, weil er stirbt, sondern 
weil er lebt, und sie nur bildet, so lange er lebt.» Fiir diese 
Anschauung trat Arthur Heffter‘*) auf, indem er zeigte, dai 
bei der Katze und dem Frosch die im Muskel enthaltene 
Milchséiure keine Vermehrung bei der Totenstarre erfiihrt. 

Die Versuche von Salkowski sind ferner von Heinrich 
Schwiening®) mit der Muskulatur von Kaninchen wiederholt 
und glatt bestétigt worden. Er sagt: «Insofern bestitigen meine 
Versuche jedoch die friiheren, daf der Prozef der Autodigestion 


') Otto Nasse, Hermanns Handbuch d. Physiologie, Bd. I, 5. 277. 


*) Stoklasa, Zentralbl. f. Physiol., Bd. XVI, S. 712. 
*) E, Salkowski, Zeitschr. f. klinische Medizin, Bd. XVII, Supp!., 
96—97. 


‘) Heffter, Archiv f. experim. Pathol. und Pharmakol., Bd. XXX1, 


2 


S. 250. 
5) Schwiening. Virchows Archiv, Bd. CXXXVI, S. 450. 
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keinen vermehrenden EinfluB hat auf die Bildung von in Wasser 
ljlsichen Séuren. 

An dieser Stelle ist auch die Arbeit von M. Fletscher 
und F. Gowland Hopkins!) zu erw&hnen. Sie stellten aus- 
gedehnte Untersuchungen itiber das Verhalten und die Quan- 
titdit der unter den verschiedenen Bedingungen in Muskeln von 
Froschschenkeln gebildeten Milchsiture an und gelangten zu 
dem Ergebnis, da’ die Bildung von Milchsiiure lediglich auf 
die Wirkung des lebenden Protoplasmas zuriickzuftihren ist. 

Angesichts der so widersprechenden Anschauungen er- 
schien uns im Interesse einer weiteren Aufkliirung der Frage 
nach der Entstehung der Rechtsmilchséure im Muskel die An- 
stellung systematischer Versuche erwiinscht. Zu diesem Zwecke 
haben wir die Muskeln von den verschiedenen Tierarten der 
Autolyse unterworfen und die dabei gebildeten Digestionspro- 
dukte auf Rechtsmilchsaéure untersucht. Nach den Forschungs- 
ergebnissen der letzten Jahre darf es als festgestellt gelten, 
dah alle autolytischen Vorgiinge ihr Zustandekommen den in 
den Zellen enthaltenen Fermenten, Endoenzymen, zu verdanken 
haben. Wenn nun bei der Autolyse des Muskels die Vermehrung 
der darin vorhandenen Rechtsmilchsiiture mit Sicherheit er- 
wiesen wiire, so wire man berechtigt, zu behaupten, da’ im 
\uskel ein milchsiiurebildendes Ferment vorliegt, welches unter 
AusschluB von vitalen Prozessen wirksam isl. 

Die Versuchsanordnung erfolgte genau nach der Vorschrift 
von J. Mochizuki und R. Arima. Einem soeben getéteten 
Tiere wurde die Muskulatur entnommen, fein zerhackt und ge- 
wogen; darauf wurde die gewogene Masse mit doppeltem Vo- 
lumen sterilisierten Wassers versetzt und unter Zusatz von 
Toluol und Chloroform in den Brutschrank gestellt. 

Die Ausfiihrung der Milchséurebestimmung geschah in der 
von J. Mochizuki und R. Arima?) geiibten Weise. 


') M. Fletscher und F. Gowland Hopkins, Journal of Physio- 
ogy, Vol. XXXV, p. 296. 
*) J. Mochizuki und R. Arima, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 108. 
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I. Versuche mit den Kaninchenmuskeln. 


Andreas Takacs!) hat zuerst den Gehalt der Kaninchen- 
muskeln an Milchséure auf 0,32 bis 0,905°/o angegeben, aber 
in den meisten Bestimmungen 0,5 bis 0,5°/o gefunden. Asta- 
schewsky?) erhielt 0,244 bis 0,275°/o milchsaures Zink aus 
den frisch verarbeiteten Muskeln von Kaninchen. R. Blome®) 
stellte als Durchschnittswert der Milchséure 0,894°/0 fest, wo- 
bei sich Sckwankungen von 0,873—-0,931 °/o fanden. Die ange- 
fiihrten Zahlenwerte sind leider nicht ganz brauchbar, denn 
wir haben durch die besonderen Versuche bewiesen, da die 
Methoden, welche die genannten Forscher fiir die Bestimmung 
der Milchsiiure angewandt hatten, an verschiedenen Mangeln 
leiden. Wir haben deshalb einen Kontrollversuch auf jeden 
autolytischen Versuch folgen lassen, um sicher zu ermitteln, 
welchen Einflulfs die Autolyse des Muskels auf die darin vor- 
gebildete Rechtsmilchsiure ausiibt. 

Versuch 1. 

Kin mittelgrobes gut gefiittertes Kaninchen wurde durch: 
Verbluten aus der Carotis getotet. Sofort nach dem Tode dic 
Muskeln von Knochen abgelést, zerhackt und zwei Anteile zu 
je 298 g abgewogen. Der eine Anteil wurde gleich auf Milch- 
siiure verarbeitet, der andere nach 7 tagiger Digestion. 


Ks wurden gefunden: 


Aus dem frisch verarbeiteten Anteile 0.4109 g Zinklactat. 
Aus dem 7 Tage digestierten 1.8386 


Versuch 2. 

Zwei gut ernihrte Kaninchen wurden durch Durchschnei- 
dung der Carotis getétet. Von den abpraparierten und zer- 
kleinerten Muskeln wurden 5 Portionen zu 200 g abgewogei, 
die erste nach vorherigem Kochen 7 Tage lang bei Brut- 
temperatur erhalten und dann auf Milchséure verarbeitet, die 


') A. Takacs, Diese Zeitschrift, Bd. Il, 8. 372. 

*) Astaschewski, Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 402. 

*) R. Blome, Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol., Bd. XXVIII, 
S. 123. 
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iibrigen auf die iibliche Weise digeriert. Die Versuchsergebnisse 
sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 























ee ee ee — wo pm 
Dauer Gewicht Gewicht des 
der der erhaltenen Kemerkungen 
Muskeln Zinklactates 
Autolyse 
g u 
7 Tage | 200 0.5365 Vor der Digestion gekocht 
{Tag | 200 0.8357 
2 Tage 200 O,9861 
4  » 200 0,9390 ? 
7 200 0.83593 


Die einzelnen Portionen des Zinklactates aus den auto- 
lysierten Muskeln wurden vereinigt und durch Umkrystallisation 
aus heibBem Wasser gereinigt. 

Gehalt an wasserfreiem Zinklactat in 100 eem L6ésung 
= 3,46 g, Rohrliinge = 2 dm; die beobachtete Drehung bei 


20° C. = —0,58°. Hieraus berechnet sich: 
— 9Q0 
[a], —_—— 8,58 . 
0.3163 g Substanz verloren bei 110° CC. 0,0414 g H,O -= 13,09°%o H,O 
0.1208 » wasserfreier Substanz gaben 0,0404 » ZnO = 27,07°%o Zn 
U1557 » ’ > 01713 » CO, = 30,01°%o C 
und 0,0590 » H,O == 4,24%o H. 
Berechnet fiir (C,H,O,),Zn + 2 H,0: Gefunden: 
H,O = 12.9% 13,09 °/o 
C = 29,57%s 30,01 8Jo 
H = 419% 4,24°/o 
; : Zn == 26.86°o 27,07 Jo 


Die Portionen des Zinklactates aus den frischen Kaninchen- 
muskeln wurden auf die gleiche Weise behandelt wie das Zink- 
salz aus den autolysierten und erwiesen sich als identisch mit 
dem rechtsmilchsauren Zink. 

Eine wisserige Losung, die in 13 ccm 9,4497 g wasser- 


a Se Ps 
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freies Zinksalz enthielt, drehte im 2 dm-Rohr bei 20° C. 0,589 
nach links. Demnach: 


20 4 

la}, = — 8,38°. 
0.5167 g Substanz verloren bei 110° C. 0,0669 g H,O = 12,94°. H,0 
0,2053 » wasserfreier Substanz gaben 0.0695 » ZnO = 27,19°%o Zn 


Der Versuch 1 zeigt, dab ungefiihr viermal soviel Rechts- 
milchsiiure in den der 7tagigen Digestion ausgesetzten Muskeln 
aufzufinden ist, als in den frisch verarbeiteten; aus dem Ver- 
such 2 geht auch hervor, dab die Quantitét der gewonnenen 
Rechtsmilchsiure vom 1. bis zum 2. Digestionstage allmihlich 
ansteigt. Somit ist mit Sicherheit erwiesen, dah bei 
der Autolyse der Kaninchenmuskeln die Bildung von 
Rechtsmilchsiure erfolgt. 

Da nun diese Ergebnisse mit den Angaben von E. Sal- 
kowski und Heinrich Schwiening in direktem Widerspruch 
stehen, so konnten wir nicht umhin, nachstehende Versuche 
genau nach den von ihnen beschriebenen Methoden!) anzustellen. 


‘ 


Versuch 3. 
Kin kraftiges Kaninchen durch Verblutung aus Carotis 
getOtet. Die schnell abpriiparierten Muskeln zerhackt und zwei 
Portionen von je 267 g abgewogen: die eine sofort mit 2670 ecm 
Chloroformwasser in einer sterilisierten Flasche bei Bruttempe- 
ratur digeriert (Hauptversuch A), die andere nach dem Kochen 
mit Wasser auf die gleiche Weise behandelt wie in Hauptversuch 
(Kontrollversuch B). Nach 48stiindiger Digestion wurden die bei- 
den Portionen auf Milchsiéure verarbeitet. Es wurden gefunden 
Bei A: 0,3750 g Zinklactat 
» B: 0.1164 » . 
Versuch 4. 


Die Muskeln von einem soeben getoteten Kaninchen 
wurden zerkleinert und dann zwei Portionen von je 270 ¢ 
genau so behandelt, wie es in Versuch 3 angegeben ist. Nach 
48stiindiger Digestion wurden gefunden:?) 


i |) 
*) Die Milchsiurebestimmung geschah genau nach der Vorschiri!t 


von Schwiening. Vgl. a. a. O. 
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Bei A: 1,4656 g Zinklactat 
B: 0,7862 » 

Wie aus den folgenden analytischen Daten hervorgeht, 
erwies sich das bei den Hauptversuchen gewonnene Zinklactat 
als identisch mit dem rechtsmilchsauren Zink. 

0.4651 g Zinklactat verloren bei 110° C. 0,0607 g H,O == 13,05°/o H,O 


0.1667 » wasserfreier Substanz gaben 0,0554 » ZnO == 26,70°%o Zn 
(2099 » > > 0,2279 » Cf ), — 29,70 °/o C 
0,0803 » H,O == 4,290 H 


und 0.0703 » ZnO == 26,81°/o Zn. 

Aus den erwihnten Versuchen ist ohne weiteres 

eine gewaltige Zunahme der Rechtsmilchsiure bei 

der Digestion der Kaninchenmuskeln mit Chloroform- 

wasser bei Bruttemperatur wahrnehmbar. Worauf die 

abweichenden Beobachtungen von E. Salkowski und Hein- 
rich Schwiening beruhen, lébt sich nicht erkliren. 


II. Versuche mit Htthnermuskeln. 


Uber den Gehalt der Vogelmuskeln an Milchsiure liegt 
bisher nur eine Angabe von B. Demant}?) vor. Er untersuchte 
die Pectoralmuskeln gut gefiitterter und hungernder Tauben auf 
die Extraktivstoffe und fand in den ersteren ein wenig mehr 
Milchséure, 0,297 bis 0,41°/o, als in den letzteren, 0,229 bis 
0.371°/o Welcher Art diese Milchsiure gewesen war, dariiber 
ist keine Klarheit vorhanden. 

Versuch 5. 

Ein grofer Hahn durch Dekapitation getétet. Von den 
zerhackten Muskeln wurden zwei Portionen zu 300 g abge- 
wogen, die erste sofort, die zweite nach 24 stiindiger Digestion 
auf Milchséure verarbeitet. Es wurden gefunden: 

aus den frischen Muskeln: 1,5920 g Zinklactat 
» autolysierten Muskeln: 2.4615 g Zinklactat. 
Versuch 6. 

Ein Hahn durch Dekapitation get6étet. Sofort nach dem 
Tode die Muskeln abpriipariert und zerhackt, zwei Portionen 
von je 230 g abgewogen und folgendermafien behandelt: 


') B. Demant, Diese Zeitschrift, Bd. III, S. 386. 
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Die eine Portion mit doppeltem Volumen Wasser gekocht und 

dann nach dem Erkalten mit Chloroform und Toluol versetzt,. 

die andere ohne weiteres mit doppeltem Volumen chloroform- 

und toluolhaltigen Wassers tibergossen. Die beiden Portionen 

wurden nach 7 tiigiger Digestion auf Milchsiéiure verarbeitet. 
Es wurden gefunden: 

aus der vorher gekochten und dann digestierten Portion 

05486 ¢ Zinklactat, 

aus der direkt digerierten Portion 0,9531 g Zinklactat. 

Versuch 7. 

Kin grober, kréftiger Hahn enthauptet. Von den zerhackten 
Muskeln wurden 5d Portionen zu 110 g abgewogen, die erste 
sofort verarbeitet, die tibrigen digeriert. Die folgende Tabelle 
weist die erhaltenen Resultate auf. 

Tabelle II. 





Gewicht des gewonnenen 





Dauer der Autolyse Gewicht der Mmakem | Zinklactats 
Sofort verarbeitet 110 0.2689 
1 Tag 110 0),4732 
2 Tage 110 0.5315 
i 110 0,7210 
7 110 0,5170 


Zur Analyse wurden die einzelnen Portionen des aus den 
autolysierten Hiihnermuskeln dargestellten Zinklactates vereinig! 
und durch Umkrystallisation aus heiBem Wasser unter Zusalz 
von Alkohol gereinigt. 

Kine wiisserige LOsung, die in 16,5 cem O0,8056 g wasser- 
freien Zinklactates enthielt, drehte im 2 dm-Rohr im Mitte! 
mehrerer Beobachtungen bei 20° — 0,788°, demnach ist: 


lal, = — 8,07°. 

0.4203 ¥ Zinklactat verloren bei 110° C. 0,0549 g H,Q == 13,06° 0 1,0 
0.0749 » ZnO = 26,680 Zn 
0,1626 » CO, = 29,44%o © 
0,0560 » H,O = 4,18°/o H 

und 0,0505 » ZnO == 26,94°/o Zn 


0.2255 » wasserfreie Substanz gaben 
0.1506 
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Das aus den frischen Hiihnermuskeln gewonnene Zink- 
lactat erwies sich nach einmaliger Umkrystallisation aus heibem 
Wasser unter Zusatz von Alkohol als analysenrein. 

Kine wasserige Losung, die in 16,5 cem 0.5808 g wasser- 
freien Zinklactates enthielt, drehte im 1 dm-Rohr bei 20° C. 
0.296" nach links, daraus berechnet sich: 


{ 20 
[a] = — 840°. 
0.6693 g Zinklactat verloren bei 110° C. 0.0885 ¢ H,O 1$,22°/0 H,O 
0.1970 » wasserfreier Substanz gaben 0.2124 CO, = 29.44% C 
0.0734 » HO 4,17°o H 


und 0,0662 5 ZnO == 26,99°%o Zn. 

Der Gehalt der Hihnermuskeln an Rechtsmilchsiiure ist 
ziemlich grofen Schwankungen unterworfen. Wir fanden = in 
den geschilderten Versuchen 0,173 bis 0,370). 

Vergleicht man nun bei jedem Versuche die Quan- 
litiit der aus den frischen Muskeln erhaltenen Reehts- 
milchsaure mit derjenigen der aus den autolysierten 
Muskeln dargestellten, so laibt sich nicht verkennen, 
dab bei der Autolyse eine bedeutende Zunahme der 
Rechtsmilchsiiure erfolgt. Der Versuch 7 zeigt ferner, 
dali die Menge der Rechtsmilehsiiure fortwaihrend vom 
|. bis zum 4. Digestionstage ansteigt. um vom 7. ab, 
wahrscheinlich noch friiher, wieder abzusinken. 


III. Versuche mit Karpfenmuskeln. 


In seiner beriihmten Arbeit tiber die Bestandteile der 
liissigkeiten des Fleisches diubert sich Justus von Liebig!) 
lolgendermafen: «Die Fleischfliissigkeit, welche z. B. aus Hecht- 
lleisch erhalten wird, dampft man zur Sirupkonsistenz ab und 
vermischt sie mit einer Aufl6sung von Gerbsiiure in Wasser, 
wodurch ein dicker, gelblichweiBer, in der Wiirme_ pechartig 
zusammenflieBender Niederschlag gebildet wird: die davon ge- 
trennte Fliissigkeit wird im konzentrierten Zustande, ganz wie 
oben angegeben, mit Schwefelsiiure oder Oxalsiiure behandelt, 
und man behilt zuletzt in iitherischer L6sung ein Gemenge von 


') Justus Liebig, Liebigs Annal., Bd. LXII, 5S. 328. 


he 


>. eres 
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Gallussiure (durch Oxydation der Gerbsiure) und Milchsiure, 
aus der die Gallussiiure noch bei Entfernung des Athers zum 
Teil auskrystallisiert. Ohne diese Krystalle zu trennen, sattigt 
man das Sduregemenge mit Kalkmilch, filtriert die Fliissigkeit 
von dem sich tief dunkelbraun oder schwarz fiirbenden Riick- 
stand ab, behandelt dieselbe, wenn sie geférbt ist, mit Blutkohle 
und dampft sie zur Krystallisation ein, wo nach einiger Zeit 
milchsaurer Kalk von vollkommener Weise auskrystallisiert. 
Ks gebiihrt also das Verdienst Justus von Liebig, zuerst das 
Vorkommen von Milchsiure in Fischmuskeln dargetan zu haben. 

Hinsichtlich der quantitativen Analyse der Milchsdure des 
Fischfleisches mitissen die Beobachtungen von H. Limpricht?) 
Erwaéhnung finden, nach denen die Fleischfliissigkeit der Pl6tzen 
0,064°/o Milchsaéure enthiilt. 

Versuch 8. 

Nach der Entfernung des Kopfes und der Schuppen wurden 
die Muskeln von einem Karpfen zerhackt, 3 Portionen zu 170 ¢g 
abgewogen, die eine sofort verarbeitet, die iibrigen zur Dige- 


stion angesetzt. 
Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengestell| 


Tabelle III. 


Gewicht des gewonnenen 














Dauer der Digestion Gewicht der Muskeln | Zinklactates 
g | g 
Sofort verarbeitet 70 | 0,4199 
2 Tage 170 | 0,6805 
b > 170 | 0,7798 


Versuch 9. 


Ein grofer Karpfen enthauptet und abgeschuppt. Von der 
zerhackten Muskelmasse wurden 4 Portionen von je 300 g ab- 
gewogen und genau so behandelt wie im 8. Versuch. Das 


weitere zeigt die Tabelle. 


') H. Limpricht, Liebigs Annal., Bd. CXXVII, S. 188. 
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Tabelle IV. 














a Gewicht des gewonnenen 
Gewicht der Muskeln 





Dauer der Digestion Zinklactates 
¥ g 
Sofort verarbeitet 300 1.3157 
1 Tag 300 | 1 4222 
2 Tage 300 1.3923 
4 300 1.5015 


Die Einzelportionen des aus den autolysierten Muskeln 
erhaltenen Zinklactates wurden vereinigt und durch Umkrystalli- 
sution gereinigt. 

0,6460 g wasserfreien Zinklactates, in 10 com H,O gelést 
und in 1 dm Jangem KRohre und bei 20° C. beobachtet, bewirkten 
eine Drehung von — 0,547°. Daraus ergibt sich: 


‘a, = — &,47°. 
2428 g Substanz verloren bei 110° C. 0,0317 g H,O == 13,05°/o H,O 
0.3320 » » 110° » 0,0423 >» 12,74°% Jo 
0.1728 » wasserfreien Salzes gaben 00,0574 » ZnO = 26,69% 0 Zn 
0.1503 Bi 0,1633 » CO, = 29,63°o C 
0.0558 » HO == 4,15°/o H 


und 0,0501 » ZnO == 26,78%o Zn. 


Das gereinigte Zinklactat aus den frischen Muskeln gab 
bei der Untersuchung der optischen Eigenschaft und den Ana- 
lysen die folgenden Werte. 

0,4371 g wasserfreien Zinklactates, in 10,5 ccm H,O gelost 
und in 1dm langem Rohre und bei 20° C. beobachtet, zeigten 
eine Drehung von —- 346°. Daraus berechnet sich: 


[a]o == — 831°. 
0.5024 g Substanz verloren bei 110° C. 0,0653 g H,O 12,99°/o H,O 
(1.1980 >» wasserfreien Salzes gaben 0,0662 » ZnO 26,67 °/o Zn 
U.1249 » 0,1353 » CO, 29.52 °%/o C 
0,0490 » HO -= 4,39°%o H 


und 0.0418 » ZnO == 26,88°%/o Zn. 
Es scheinen die Karpfenmuskeln die Rechtsmilchsaiure in 
wechselnden Mengen zu enthalten, wir fanden néimlich bei den 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LIV. 33 
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obigen Versuchen 0,181) bis 0.521% 0. Bei der Digestion 
dieser Muskeln macht sich eine Zunahme der Rechts- 
milchsiure bemerkbar, wenn auch nicht so bedeutend 
wie bei der Autolyse der Muskeln von Warmbliitern. 
Dafi im Verlauf der Autolyse die gebildete Rechts- 
milchsiiure hier auch allmiéhlich der Zersetzung an- 
heimfillt, geht aus den in die Tabellen III] und [V 
eingetragenen Zahlen hervor, 

Im Anschluf an die Beobachtungen von Adolf Magnus 
Levy,') J. Mochizuki und R. Arima’) und T. Kikkoji* 
konnten wir in den obigen Versuchen zeigen, dah bei der Di- 
gestion der Muskeln von den verschiedenen Tieren mi! 
dem das Chloroform und Toluol enthaltenden Wasse) 
bei der Bruttemperatur die Bildung von Rechtsmileh- 
siiure stattfindet, die vom 1. bis zum 4. Tage fortbe- 
steht. Sollte aber die Digestion tiber 5 Tage fortgesetz| 
sein. so macht sich stets eine milchsiiurezerstérende 
Wirkung geltend. 

Wer in diesen Ergebnissen nun einen Beleg dafiir sehen 
wollte, dab die Bildung von Rechtsmilchsiiure mit dem Absterben 
der Muskeln aufhére, und dafi es also das lebende Protoplasma 
sel, das die Rechtsmilehsiure zu bilden imstande ist, den mochten 
wir zuerst an die Angaben von E. Salkowski*) erinnern, die 
lauten wie folgt: «Hefe, die man mit gesiittigtem Chloroform- 
wasser behandelt hat, hat ihre wesentlichsten, vom Leben des 
Protoplasmas abhiingigen Eigenschaften eingebiibt: sie vermag 
keine Giirung mehr zu erregen und sich nicht zu vermehren. 
Dasselbe gilt fiir entwickelte Bakterienformen (nicht fiir Sporen.. 
Ks ist micht abzusehen, warum das Protoplasma der tierischen 
Zellen sich anders als Hefezellen und Bakterien verhalten soll. 
es ist um so weniger abzusehen, als ich gefunden habe, dab 
das Chloroform beim lebenden Tiere eine spezifisch deletiire 


') Adolf Magnus Levy, Hofmeisters Beitrige, Bd. Il, 5. 261 
2) J. Mochizuki und R. Arima, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, 5. 10s 
*) T. Kikkoji. Diese Zeitschrift, Bd. LUI, S. 415. 

‘YE. Salkowski. Zeitschrift f. klin. Mediz., Bd. XVII, Supple 


S. 96—97. 
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Wirkung auf das Protoplasma ausiibt, Organeeiweib zum Zer- 
fall bringt.» Wir mdchten ferner hervorheben, dali Emil Fischer 
und Paul Lindner?) durch die Versuche festgestellt hatten, 


dali} das Toluol eine geniigende antiseptische — protoplasma- 
schiidigende — Kraft besitzt, ohne einen wesentlichen Eintlub 
auf die Wirkungen der Fermente auszuiiben. Wir moéchten 


endlich erwiihnen, dal es von alters her bekannt ist, dal die 
Muskeln in Wasser in kurzer Zeit unter starker Quellung un- 
erregbar werden. 
Diese Tatsachen, zu welchen noch andere hinzutreten, 
deren Aufzahlung hier zu weit fiihren wiirde, machen wenivstens 


| | in unseren Fallen die Wirkung von lebendigem Protoplasma 
} unwahrscheinlich, lassen dagegen die Annalime eines den Fer- 


- menten nahestehenden Agens wohl begriindet erscheinen, das 
- in Muskeln vorhanden ist. 


Um jeden Zweifel an der Unabhiingigkeit der Milchsiiure- 
0 hiidung von der Lebenstiitigkeit der Muskelzellen zu beseitigen, 


haben wir die folgenden Versuche angestellt. 


Versuch 10. 

425 g@ frischer, zerkleinerter Kaninchenmuskeln wurden 
mit Quarzsand fein zerrieben, mit 425 ccm Chloroformwasser 
durehgeritibrt und mittels einer Presse ausgeprebt. Das Extrakt 
lieferte nach Filtration eine Fliissigkeit, die sich unter dem 
Mikroskope als frei von Zelldetritus erwies: diese Fliissigkeit 
wurde in 2 Anteile von je 250 cem geteilt, der eine nach dem 
Kochen, der andere sofort bei Gegenwart von Toluol bei Brut- 
temperatur digeriert. Nach 4 tiigiger Digestion wurden die beiden 
Anteile auf Milchsiiure verarbeitet. Es wurden gefunden 
wus dem nach dem Kochen digerierten Anteile 0.3795 g Zinklactat 

sofort 0,5123 » 
am Versuch 11. 
8d @ frischer, zerhakter Kaninchenmuskeln mit Quarz- 
| : sand zerrieben, mit 785 cem Chloroformwasser versetzt und 
dann anf die gleiche Weise behandelt wie in Versuch 11. Vom 


')} Emil Fischer und P. Lindner, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
bd. XXVIT, S, 3035. 
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Filtrate des Extraktes wurden 3 Portionen zu 200 ccm abge- 
messen, die eine sofort verarbeitet, die tibrigen in den Brut- 
schrank gestellt. Die Resultate sind in folgender Tabelle zu- 
sammengestellt. 


Tabelle V. 


Menge des filtrierten Gewicht des erhaltenen 











Dauer der Digestion Extraktes Zinklactates 
ccm g 
Sofort verarbeitet 200 0.3779 
2 Tage 200 0.4853 
4 200 0.5521 


Diese Versuche zeigen tibereinstimmend, dab die 
Rechtsmilchsiure auch bei der Autolyse des zell- 
freien Extraktes aus Kaninchenmuskeln zunimmt. 
Diese Zunahme aber unterbleibt vollig, wenn das Ex- 
trakt vor der Digestion einmal zum Sieden erhitz! 
worden ist. Hierdurech ist mit Sicherheit erwiesen, 
dali die Entstehunge der Rechtsmilehsiiure in den auto- 
lysierten Muskeln nicht mit dem Zelleben im direkten 
Zusammenhang steht, sondern als rein chemischer 
Vorgang zu betrachten ist. 

Was die Natur des Agens betrifft, das den genannten 
chemischen Vorgang hervorruft, so wird man nicht fehlgehen, 
wenn man annimmt, dab es sich um ein Ferment handelt. Ob 
dieses Ferment mit den von Julius Stoklasa und seinen 
Schiilern!) isolierten identisch ist, muB durch weitere Unter- 
suchung entschieden werden. 

Ks ist hier am Platze, der alten, beriihmten Arbeit von 
QO. Schultzen und L. Riess zu gedenken, die sich auf das 
Auftreten von Fleischmilchsiiure im Harne bei der Phosphor- 
vergiftung und der akuten gelben Leberatrophie bezieht. Dab 
diese Fleischmilchsiiureausscheidung sich notwendig mit der 
Autolyse der Organe verkniipft, ist wohl zu erwarten und durch 


') Julius Stoklasa, a. a. O. 

















, s LQr 
Uber die Bildung von Rechtsmilchséure bei der Autolyse. IIL. ‘9D 


die Untersuchung der Phosphorleber héchst wahrscheinlich ge- 
macht. So berichtet Martin Jakoby,!) «dab die Phosphor- 
leber schon im lebenden Tiere eine Veriinderung erfiihrt (Auf- 
treten von Leucin und Tyrosin, Vermehrung des leicht aus- 
treibbaren Stickstoffs), wie sie einem = autolytischen Prozeb 
entspricht». Adolf Magnus Levy?) hat ferner festgestellt, 
daf die Autolyse der Leber stets reichliche Bildung von der 
Rechtsmilchséure und der inaktiven Milchsiiure zur Folge hat. 
Dali sich bei der akuten gelben Leberatrophie ein Vorgang in 
der Leber vollzieht, welcher der Autolyse sehr nahe steht, 
brauchen wir nicht hervorzuheben. Wir kénnen daher durchaus 
nicht W. M. Fletseher und F. Hopkins*) beistimmen, wenn 
sie behaupten: «Magnus Levy, who fond (in the case of liver 
tissue) that lactic acid increased during aseptic, and to a less 
degree during antiseptic autolysis, suggested that Salkowskis 
negative results were due to the shortness of the period for 
autolysis allowed by the latter. We doubt if this explanation 
could hold in the case of muscle, and believe that, even though 
the liver was concerned, the production probably occured in 
the earliest stages of Magnus Levys experiments and was 
| survival product rather than a post mortem autolytic product. » 

Durch die Untersuchungen tiber die Wirkungen des Sauer- 
stolfmangels auf den Gehalt des Harns an Eiweili, Zucker und 
Rechtsmilchséure ist von Torasaburo Araki*) der Nachweis 
erbracht, dab, so weit als diese Untersuchungen reichen, der 
Ubertritt dieser Substanzen in den Harn als eine Folge des 
Sauerstoffmangels erscheint, gleichzeitig, ob in der einen oder 
undern Weise der Sauerstoffmangel herbeigefiihrt war. Es ist 
auch Hermann Zillessen?®) gelungen, die Entstchung der Rechts- 
milchsaure im lebenden Muskel beim Sauerstoffmangel darzu- 
tun, indem er den arteriellen ZufluBb eines bestimmten Muskel- 
eebietes eine Zeitlang absperrte, dann die Ligatur wieder léste 


') Martin Jacoby, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 176. 

*\ Adolf Magnus Levy, a. a. O. 

*) W. M. Fletscher und F. Hopkins, a. a. O., 5. 274. 
4) Torasaburo Araki, Diese Zeitschrift, Bd. XIX, 5S. 422. 
°) H. Zillessen, Diese Zeitschrift, Bd. XV, 8S. 387. 
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und betriichtliche Rechtsmilchsiiuremengen im aus der entspre- 
chenden Vene abgeflossenen Blut fand. 

Auf Grund der Untersuchungen von Torasaburo Araki 
und Hermann Zillesen glaubt Felix Hoppe-Seyler!) an- 
nehmen zu diirfen, dab die Rechtsmilchsaéure sich dann in den 
Organen bildet, wenn der Zutritt von Sauerstoff zu denselben 
auf irgend eine Weise verhindert ist. Diese Annahme steht 
keineswegs mit der Anschauung der fermentativen Rechtsmilch- 
siiturebildung im Widerspruch. Es ist moéglich, dab beim 
Sauerstoffmangel die Zellen thre Regulationsfihigkeit 
gegen die Fermentwirkung einbtiben oder dab diese 
abgeschwiicht wird, und infolge dessen die Fermente 
ihre Wirkungen im vollen Umfang entfalten. Wenn 
das rechtsmilchsiurebildende Ferment kraftiger aut 
die rechtsmilehsiiuregebenden Substanzen einwirkt 
wie sonst, und wenn die neugebildete Rechtsmileh- 


siiure von der Oxydation verschont bleibt. so ist erkliir- 


lich, dab der Sauerstoffmangel bei den gut ernihrten 
Tieren stets eine bedeutende Ausscheidung der Rechts- 
milchsiiure im Harn zur Folge hat. 

Wir wenden uns nun zu einem rechtsmilechsiiurezersto- 
renden Prozeb, der im Verlauf der Autolyse in) Erscheinung 
tritt. Wenn uns auch bis jetzt nicht gelungen ist, das Agens 
zu isolieren, das den genannten Prozef hervorruft, sind wir 
geneigt, hier auch eine fermentative Wirkung anzunehmeu. 
Hierfiir sprechen die folgenden Versuche, nach denen die Fihig- 
keit des Muskelextraktes, Rechtsmilchsiure zu zerst6ren, durch 
Kochhitze vollstiindig aufgehoben wird. 

Versuch 12. 

Kin kriftiges Kaninchen verblutet. 299 g Muskeln fein 
zerhackt, mit 598 ccm sterilisierten Wassers durchgeriihrt und 
unter Zusatz von Toluol und Chloroform bei 37° digeriert. Nach 
4 tiigiger Digestion wurde die Digestionsmasse koliert und dis 
Kolat in 3 gleiche Anteile geteilt. Der erste Anteil wurde sofort 
auf Milchsiiure verarbeitet; der zweite, nachdem sie noch 3 Tage 


') Hoppe-Seyler, Festschrift zu Virchows Jubilium, 1891, 5. | 
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zur Digestion ausgesetzt war; der dritte wurde nach dem Kochen 
auf die gleiche Weise behandelt wie der zweite. Es wurden 
vefunden: 

aus dem 1. Anteile 0,2413 g Zinklactat 


2. O,0972 
3. 0.2323 


Versuch 13. 

Kin grofes Kaninchen verblutet. Von der zerhackten 
Muskelmasse wurden 3 Anteile zu 255 ¢ abgewogen. Der erste 
Anteil sofort auf Milchsiiure verarbeitet: der zweite mit dop- 
peltem Volumen keimfreien Wassers versetzt, 10 Tage lang 
hei Gegenwart von Toluol und Chloroform digeriert und dann 
aul Milchsiiure untersucht: der dritte unter den gleichen Be- 
dingungen, wie bei dem zweiten, zur Digestion angesetzt, am 
i. Digestionstage zum Sieden erhitzt und dann 6 Tage lang 
bei Bruttemperatur gehalten. 

Es wurden gefunden: 


Aus dem 1 Anteile O8105 g Zinklactat. 
2 ) 1,1299 
a 1.35389 


Ob das Muskelextrakt befiihigt ist, i- und |-Milehsauren in 
der gleichen Weise zu zerst6ren wie Rechtsmilchsiiure, ob die 
zugesetzte Rechtsmilchsiiure ebenso leicht abgebaut wird wie 
die neugebildete und welche Abbauprodukte dabei entstehen, 
hleibt der weiteren Untersuchung vorbehalten. 

Wir gelangen endlich zur Erorterung der Frage tiber die 
Herkunft der Rechtsmilchsiiure. 

Die Bildung von Milchséuren aus Kohlenhydraten auber- 
halb des Organismus kann bekanntlich leicht erreicht werden, 
nicht allein durch Bakterien verschiedener Art, sondern auch 
durch Einwirkung von Atzalkalien. 

Es fehlt auch nicht an Beobachtungen, welche dafiir 
sprechen, dafi die Rechtsmilchsiiure aus Koblenhydraten im Or- 
vanismus entsteht. M. Berlinerblau!) leitete durch die Hin- 


') M. Berlinerblau, Archiv f. experim, Pathol. und Pharmakol., 
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terteile von Hunden und Kaninchen blut, dem Glykogen oder 
Glukose zugesetzt worden war, und fand dabei eine betriicht- 
liche Vermehrung der darin enthaltenen «Fleischmilchsiéure 

Aus den Versuchen, die Vaughan Harley!) an Hunden ange- 
stellt hatte, geht hervor, dali der in die Jugularvene injizierte 
Zucker sich unter Bildung von «Milchséure» zersetzt. Tora- 
saburo Araki’) gibt an, dab die Bildung von Rechtsmilchsiiure 
im Tierkorper beim Sauerstoffmangel stets vom Verbrauch des 
Glykogens begleitet wird. G. Embden?) hat durch die kiinst- 
lichen Durchblutungsversuche der glykogenhaltigen sowie gly- 
kogenfreien Leber den Nachweis erbracht, daB die «Milchsiiure 
als ein intermediiires Produkt beim Kohlenhydratstoffwechsel 
entsteht. Erwihnt seien noch die interessunten Versuche yon 
Arthur R. Mandel und Graham Lusk‘), durch welche ge- 
zeigt wird, dali die reichlich vorhandene «Milchsiiure» in dem 
Blute und dem Harne von den mit Phosphor vergifteten Hunden 
sofort verschwindet, wenn die letzteren durch die Verabreichuny 
des Phloridzins diabetisch gemacht wird. 

Zieht man die geschilderten Tatsachen in Erwagung, so 
unterliegt keinem Zweifel, dah die Kohlenhydrate, wenn auch 
nicht aussehlieBlich, als eine Quelle der Rechtsmilehsaéure im 
lierischen Organismus anzusehen sind. Man mu daher Felix 
Hoppe-Seyler ) recht geben, wenn er sich tiber den Ursprung 
der Rechtsmilehsiiure iiuBert wie folgt: «Die Milchsiiure  ent- 
steht durch eine Spaltung aus Kohlenhydrat in Ubereinstimmung 
mit der Wirkung der Spaltpilze auf die gleichen Kohlenhydrate 
bei Abwesenheit von freiem Sauerstoff. » 

Wenn nun die Kohlenhydrate die einzige Quelle sind. 
wus welcher durch die fermentative Wirkung die Rechtsmilch- 
siiure im Muskel entsteht, so sollte man meinen, dab die Menge 

') V. Harley, Archiv f. Physiol. u. Anat., 1893, Suppl, 5S. 46 
Leider ist nichts von der Natur der Milchsiiure angegeben. 

*) T. Araki, Diese Zeitschrift, Bd. XIX, S. 422. 

*) G. Embden, Zentralbl. f. Physiol.. Bd. XVIII, 8. 832. Im Referat 
ist nichts von der Natur der Milchsiure angegeben. 

‘, ALR. Mandel und G. Lusk, Amer. Journ. of Physiol., Vol. XV! 
1906, p. 129. 

*) F. Hoppe-Seyler, a. a. O. 
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der Rechtsmilchsiiure mit dem Gehalt des Muskels an Kohlen- 
hydraten im direkten Zusammenhang stehe, und dab das Ver- 
sclwinden der Kohlenhydrate der Bildung von Rechtsmilchsiéure 
ein Ende mache. Dies ist durchaus nicht der Fall. So berichtete 
bh. Demant!), dai beim Hungern der Gehalt der Taubenmuskeln 
an « Milchsiure keine bemerkbare Verminderung— erfiihrt. 
lt. Boehm?) konnte zeigen, dab bei gleichbleibendem Glykogen- 
cehalt der Fleischmilchsiuregehalt des starren Muskels auf das 
Doppelte bis Dreifache steigt. Arthur Heffter®) hebt hervor, 
dafi selbst bei dem bis zur iiubersten Grenze ausgedehnten 
Hungern die «Milehsaure» noch in nachweisbarer Menge in 
Katzenmuskeln vorhanden war. Kurata Morishima‘) be- 
stimmte Glykogen- und Milchsiiuregehalt bei arsenvergifleten 
Tieren und fand, dab das Glykogen wesentlich mehr verschwun- 
den war, als die Rechtsmilchsiiure mehr gefunden wurde. Auch 
Leon Ascher und Holmes C. Jaekson®) sind der Ansicht, 
dal die Kohlenhydrate keine Neubildung von Rechtsmilchsiure 
im ‘Tierkérper bewirken kénnen. Von Interesse ist noch eine 
beobachtung von Tamau Kikkoji,*) dem es gelang, bei der 
Autolyse der glykogenfreien Muskeln von Hungerkaninchen eine 
Zunahme der Rechtsmilchsiiure nachzuweisen. 

Es scheinen die ‘Tatsachen, die wir oben angefiihrt haben, 
darauf hinzuweisen, daBh auber den Kohlenhydraten mindstens 
noch ein Stoff im Muskel vorkommt, der als Muttersubstanz 
der Rechtsmilchsiiure zu betrachten ist. 

Eine grobe Reihe von Beobachtungen fiihrte O. Min- 
‘owskit) zu der Uberzeugung, dal die Quelle der Rechts- 


') Demant, a. a. O., 5. 388. 

7) R. Boehm, Pfliigers Archiv, Bd. XXII], 5. 44. 

“) A. Heffter, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. XXXI, 
». 200. 


*) K. Morishima, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. XLII, 
5) L. Ascher und H.C. Jackson, Zeitschrift f. Biol., Bd. XLI, 1901, 


T. Kikkoji, noch nicht verdffentlichte Versuche. 


) 1 
‘) O. Minkowski. Archiv f. experiment. Pathol. und Pharmakol., 
I, S. 69. 
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milchsiiure, die bei den entleberten Giansen im Harne auftritt, 
nicht in Kohlenhydraten, sondern in Eiweibstoffen zu suchen 
ist. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen stehen dic 
Angaben von C. Neuberg und L. Langstein,!) denen zufolge 
das Alanin, ein bekanntes Spaltungsprodukt der Eiweibstofie, 
im Organismus des hungernden Kaninchens in «Milchséure> 
libergefiihrt wird. 

Es labt sich also nicht leugnen, daBii die EKiweibstofte be- 
ziehungsweise deren Derivate das Material, aus welchem die 
Rechtsmilchsiiure gebildet wird, darstellen k6énnen. 

Uberschauen wir das Gesagte, so liegt nahe, mit 
Olof Hammarsten?) und Emil Abderhalden?) zu schlie- 
Ben, dab sowohl die Kohlenhydrate wie die Eiweili- 
stoffe als die Quellen der Rechtsmilchséure im tieri- 
schen Organismus dienen. Es wird auch nicht zu ge- 
wagt erscheinen, wenn wir diesen Sehlub auf die in 
den autolysierten Muskeln entstandene Rechtsmilch- 
siiure iibertragen wollen. Ob in jedem Falle die Kohlen- 
hydrate in erster Linie als die Quelle der Rechtsmilchsiiure 
benutzt werden und erst, wenn diese Quelle versagt, die Ei- 
weibstoffe an die Reihe kommen oder umgekehrt, ob die 
beiden Stoffe gleichzeitig Verwendung dazu finden konnen, 
bleibt vorliufig dahingestellt. 


') C. Neuberg und L. Langstein, Archiv f. Anat. u. Physio!., 
1903, Suppl., S. o14—615. 
*) O. Hammarsten, Lehrbuch d. physiol. Chem., 6. Aufl... 1907, 
S. 465. 
K. Abderhalden, Lehrbuch d. physiol. Chem., 1906, 5. 331. 














Beitrage zur Kenntnis des Hamatins. 
Uber einige Salze, Ester und Anilinderivate der Hiimatinsiiuren, 
sowie ttber Kondensationsprodukte ihrer Ester. 
Von 
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In dieser Zeitschrift!) habe ich zwei Versuche beschrieben, 
wis denen hervorzugehen schien, dafi es gelingen werde, von 
einem Ester der Hiimatinséiure bis zu Ko6rpern zu gelangen, 
welche zum Hiimatin selbst wieder niihere Beziehungen haben 
konnten. Um derartige Versuche auf eine sichere chemische 
basis zu stellen, war es geboten, die Esterifizierungsverhiiltnisse 
bei den Hiimatinsiiuren genau zu studieren.  Diesbeziigliche 


') Bd. XLIV, 8. 401. 
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Untersuchungen habe ich nun gemeinschaftlich mit den Herren 
Fk. Lacour und A. Nicole ausgefiihrt und will im folgenden 
liber die Resultate berichten, welche wir eriibrigen konnten. 
Vorauszusehen war, dal einige Schwierigkeiten zu tiberwinden 
waren, da wir es in der Hiamatinsaéure C,H,0, mit dem An- 
hydrid einer ganz unsymmetrisch gebauten Siiure zu tun haben, 
sodalh das Entstehen einer ganzen Reihe saurer Ester neben 
mehreren neutralen Estern in den Bereich der Méglichkeit ge- 
zogen werden mubte. Ganz streng bewiesen ist ja zudemn 
auch die Konstitution der Hiimatinséure insofern nicht als 
dem bisher gebrauchten Formelbild: 


1 

H.C —C— CO 
4 | » >O 
HOOC — H,C — H,C —C- CO 


die Anhydridbildung zwischen den nes 1 und 2 lediglicl: 
wegen der Ahnlichkeit der Eigenschaften mit  bisubstituierten 
Maleinsiuren und wegen des unter Kohlendioxydabspaltung stat!- 
findenden Uberganges in Methylithylmaleinsiiureanhydrid ange- 
nommen wurde. Nun tritt die Himatinsiure ClH,O, in so ver- 
schieden geformten Krystallen auf, dafi man versucht sein konnte. 
an das Vorliegen verschiedener Korper zu giauben, auch bei 
der Schmelzpunktbestimmung wurden oft kleine Differenzen 
beobachtet: rechnet man dazu, dab die Hiimatinsiiure auch zu- 
niichst einmal als ein Ol auftreten kann,1) wie ich schon friiher 
beschrieb, und wie es Herr Lacour jetzt wieder bei der Ver- 
seifung des Imids C.H,O,N bestatigt fand,?) so findet die Ver- 
mutung Raum, dal eine isomere Form nicht unmoglich ist, be! 
der die Anhydridbildung zwischen den Carboxylen 2 und 5 
eingetreten ist. Demnach kiimen die folgenden Monoalkyleste: 


in Betracht: 


la. HWC,. Co? = 1b. *H LEO. 
“COOR °’\N¢0? 
COOH COOH COOR 
2a. HH. ,£ COOH 2b. LG, ZCOOR 2c. Hf KE ‘OOH 
SCOOR COOH COOH 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIIT, S. 19. 


*) Vol. S. 514 
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yon denen sich 1a und 1b neutral verhalten konnten im Gegen- 
satz zu den unter 2 angefiihrten, die saure Kigenschaften be- 
sitzen mubten. 

Von zweifach substituierten Derivaten konnten sich die 
folgenden sauren Korper bilden. 


COOR COOR COOH 
3a. HC c,7 COOR 3b. HC COOH 3c. HC, ZCOOR 
°\COOH COOR “NCOOR 
Endlich war noch der neutrale trisubstituierte Ester 
COOR 
H. C Lc ‘OOR 
COOR 


zu erwarten. 
Die Himatinsiiure C,H,O,N sollte dagegen nur ein neu- 
trales Monoalkylderivat 


H. ade ‘o> NH resp ‘eee 
: YN COR iain, NH 


und dazu ein ebenfalls neutrales Disubstitutionsprodukt geben, 
das das eine Alkyl am Stickstoff enthielt. 

Unsere Versuche betreffen nun zuniichst die Einfiihrung 
von Methyl- und Athylgruppen, die, wie wir fanden, bereits 
nicht mit gleicher Leichtigkeit erfolgt. So bildet das neutrale 
Silbersalz C,H,Ag,0, durch Behandlung mit Jodmethyl glatt 
den Trimethylester, wie ich schon frtiher!) beschrieben habe ; 
das gleiche Silbersalz liefert mit Jodéthyl ein unscharf siedendes 
(iemenge von Estern, aus denen der Triiithylester allerdings 
herausfraktioniert werden konnte: doch zeigte dieses Produkt 
die Neigung, beim Aufbewabren zu zerfallen, sodaB nicht sogleich 
nach der Darstellung ansgeftihrte Analysen Zahlen gaben, die 
uf ein Gemisch verweisen. 

Kntsprechende Verhiltnisse ergeben sich bei der Esteri- 
‘izierung mittels Siiure und Alkohol. Der neutrale Trimethyl- 
ester wurde hierbei, wenn auch in geringer Ausbeute, immer 
erhalten, das Auftreten des Triathvlesters wurde dagegen nicht 
veobachtet. Dafiir erhielt Herr Lacour einen Diiithylester, der 
sich nun merkwiirdigerweise wie ein neutraler K6rper verhielt, 
keine Salze gab und aus iitherischer L6sung durch Ammoniak 


') Liebigs Ann. d. Chemie, Bd. CCCXY, S. 204/5. 
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nicht gefillt wurde, ein Verhalten, das er mit dem neutralen 
Trimethylester teilt, und das zur Abtrennung beider Korper 
von den sie begleitenden Anhydridestern (1) mit Erfolg heran- 
gezogen wurde. Was die sauren Ester betrifft, so wurde be: 
den Methylderivaten kein Dimethylester beobachtet, auch ent- 
stand bei der Kinwirkung von Methylalkohol und Salzsiiure, nach, 
dem Siedepunkt zu urteilen, nur ein einziges Individuum der 
Formel C,H,,0,, wihrend das entsprechende Athylderivat aus ver- 
schiedenen Darstellungen bei den Analysen Werte gab, die darau! 
hinweisen, dah sich nicht der erwartete Ester C,,)H,,O,, sondern 
unter Wasseraustritt ein Doppelmolekiil C,,H,,0,, gebildet hatte, 
dessen Neigung zu zerfallen nicht nur bei der Salzbildung, son- 
dern bereits bei den Molekulargewichtsbestimmungen hervor- 
trat. Ks ist gewib bemerkenswert, dab die Hiimatinsiiure C.H,,0, 
nur in Form des Anhydrids erhalten werden kann, wihrend 
durch Methylierung des einen Carboxyls die Neigung zur Wasser- 
abspaltung zwischen den anderen Carboxylen vermindert ist, 
dal sie aber nach der Athylierung sich nun in der Weise diuBert, 
dafi 2. Molekiile Ester unter Austritt von Wasser zusammen- 
treten. 

Neben diesen, mit einer Sodal6sung wasserlésliche Salze 
vebenden Estern waren aber jedesmal sowohl bei der Her- 
stellung der Methyl- wie der Athylderivate scheinbar neutrale. 
d. h. sich mit Sodaljsung nicht umsetzende Produkte entstan- 
den, deren Menge, wie bei der Methylierung nachgewiesen 
wurde, sich verminderte, je liinger die Einwirkung der esteri- 
fizierenden Agentien dauerte. Es stellte sich heraus, dal in 
diesen neutralen Produkten der Methyl- resp. Athylester des 
Anhydrids, also C,H,,O, resp. C,,H,,0, vorlag: das geht aus 
der Analyse der Ammoniakanlagerungsprodukte hervor, durcl 
welehe in Ather unléslichen Korper eine Trennung von dem 
neutralen Trimethylester resp. Diiithylester erzielt) wurde. 

Was nun die Konstitution dieser Anhydridester resp. der 
sauren Ester anbelangt, so ist wohl die niichsthegende und. 
wie ich gleich zeigen werde, auch experimentell zu beweisende 
Annahme. dai — bei Zugrundelegung der bisher  tiblichen 
Schreibweise fiir C,H,0, mit der Anhydridbindung zwischen 
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den Carboxylen 1 und 2 — die Veresterung am Carboxyl 3, 
also an der langen Seitenkette, einsetzt, wiihrend zuniichst die 
Anhydridgruppe erhalten bleibt (1a): diese wird allmiihlich ge- 
sprengt unter Bildung der sauren Monoalkylester (2a), wiihrend 
die beiden jetzt vorhandenen Carboxyle 1 und 2 verhiiltnis- 
mibig sechwer alkyliert werden, bei der Methylierung dann zu- 
eleich betroffen werden, so dab nun der neutrale Trimethyl- 
ester entsteht, wiihrend bei der Athylierung die eine Carboxyl- 
cruppe schwerer als die andere verestert wird. Hier gewinnt 
es den Anschein, als ob die Esterifizierung zuniichst in einer 
Anlagerung von Alkohol an die Anhydridgruppe bestiinde, welcher 
Annahme aber die Existenz des zweifach sauren Monoiithyl- 
esters widersprechen dirfte, und dab sich nunmehr der Ver- 
esterung der 3. Carboxylgruppe durch die Athylyruppe im Gegen- 
satz zur Methylgruppe ein Hindernis in den Weg stellt, das wohl 
in sterischen Aufbau der Hiimatinsdiuremolekel zu suchen ist. 

semerkenswert ist allerdings, dali sich alle unsere Ester 
leicht wieder verseifen lassen, auch das Diathylderivat. 

Die bereits erwiihnten Ammoniakanlagerungsprodukte der 
\lonoester des Anhydrids bieten nun die Moglichkeit, von der 
siiure CQH.O, zur Siiure C,H,0O,N auf einem sehr glatten Wege 
zi gelangen, und zeigen damit, da sie denselben Bau in bezug 
auf die Anhydrid- resp. Imidgruppe haben miissen, wie die Siiuren 
selbst, d. h. dai eben in ihnen das Carboxyl! der langen Seiten- 
kette allein verestert ist. Man braucht naémlich die Ammoniak- 
unlagerungsprodukte nur der Destillation unter vermindertem 
Nruck zu unterwerfen, wobei sie unter Abspaltung von je einem 
Molekiil Wasser und Ammoniak in die Ester des Imids der drei- 
basischen Hiimatinsiiure, also in CgH,,O,N resp. C, )H,,0,N tiber- 
gehen.1) Dies Verhalten unterscheidet die Ester von der Hiima- 
linstiure C,H.O., die ja in wiasseriger LOsung auch nur zwei 
Molekeln Ammoniak aufnimmt, beim Erhitzen aber beide wieder 
abgibt, und gestatlet eine einfacher zu bewerkstelligende Uber- 


'y Auch die Ammoniakanlagerungsprodukte an die Istersiure er- 
len beim Erhitzen die gleiche Umwandlung, sie verlieren  natiirlich 


hierbei zwet Molekiile Wasser. 
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fiihrung von C,H,O. in C,H,O,N, als bisher méglich war, denn 
die Monoalkylester der letzteren lassen sich durch Einwirkung 
von 10°/oiger Schwefelsiure auf dem Wasserbade verseifen, 
ohne dafi der Imidring dabei angegriffen wird. Aber auch der 
umgekehrte Vorgang, die Uberfiihrnng des Imids C,H,0,N in 
das Anhydrid C,H,O, labt sich mit Hilfe der Ester vorteilhafter 
zustande bringen als durch die bisher iibliche Methode der Ver- 
selfung mit 50°/oiger Schwefelsiure, wobei immer ein Teil der 
Saure durch Bildung harziger Produkte verloren ging.!) Das 
Imid der dreibasischen Hiimatinsiiure labt sich néimlich durch 
Salzsiiure und Alkohol sehr leicht verestern, schiittelt man nun 
diesen Ester mit wiisserigem Ammoniak bis zu seiner Loésung, 
so ist bereits das Diammoniumsalz von C,H,RO, gebildet worden, 
so daf nach Ansiuerung mit Schwefelsiiure Ather den Ester 
von C.H,,O, extrahiert, der sich dann leicht zur Saure ver- 
selfen libt. 

Die gleichen Ester von C,H,O,N entstehen nun auch bei 
der Behandlung des Silbersalzes mit Jodmethyl resp. Bromiathy|. 
Ich hatte diese Veresterung friiher®) lediglich zu dem Zweck 
vorgenommen, um nachzuweisen, dab in dem SilbersalzC,H,Ag,O N 
ein Metallatom an den Imid-Stickstoff gebunden sei, demzufolge 
bei der Verseifung des Esters Methylamin entstehen sollte, 
konnte letzteres aber nur neben Ammoniak nachweisen. Die 
Fortsetzung der Versuche zeigte, dafi es unter den gewihlten 
Bedingungen nicht méglich war, ein Dialkylderivat von C,H,0,N 
in reinem Zustande direkt zu gewinnen,*) wogegen der Mono- 
methylester krystallisiert erhalten wurde. Es mag das darian 
liegen, dab sich das Silbersalz C,H,Ag,0O,N sehr leicht aufspaltct, 
so ist schon bei der Darstellung das Einhalten ganz bestimmter 
Bedingungen noétig, nnd haufig bildet sich ein zweites Silbersalz 


') Herr Lacour fand dann, dafi sich die Verseifung durch Baryt- 
wasser quantitativ bewerkstelligen laft und dafs auch die Verluste bein 
Verseifen mit Schwefelsiiure sich nur einstellen, wenn ein noch nic! 
ganz reines Imid zur Anwendung kommt. 

*) Vel. Liebigs Ann. der Chem., Bd. CCCXYV, S. 193. 

‘) Kin Anil des Monomethylesters findet sich in dieser Arbeit | - 


schrieben. 
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yon der Formel C,H,Ag,O.N, das beide Metallatome in Carboxyl- 
sruppen enthalten, also folgende Konstitution besitzen dirfte: 


CONH, 
H.C,2 COOAg 
\COOAg 


Ks liBt sich durch Bromathyl schwerer als das wasseriirmere 
Salz verestern und gibt ebensowenig wie dieses ein Diithyl- 
derivat in solcher Menge, da es sich aus dem Reaktionsgemisch 
isolieren liebe. 

Mit einigen der im Vorstehenden aufgefiihrten Ester wurden 
nun von Herrn Lacour auch Kondensationsversuche im Hinblick 
auf die von mir bereits eingangs erwiihnten Vorstellungen tiber 
mogliche Beziehungen zwischen Hiimatinsiéure und Haimatin vor- 
venommen. In letzterem konnte vielleicht ein Isoindolring !) 
vorhanden sein, aus dem erst bei der mit Hydrolyse verbundenen 
Qxydation, wie solche bei der Methode zur Darstellung der 
Hiimatinsaéuren zur Anwendung gelangt, die Atomanordnung 
hervorgeht, wie wir sie im Molekiil der Hiimatinsiiure antreffen. 
Kine erste Bestitigung dieser Ansicht ware gelungen mit der 
Umkehrung des Vorgangs d. h. mit der Rickverwandlung der 
(liimatinsiiure in eine hydrierte Oxyphtalsdiure, von der aus 
dann ein weiterer Aufbau hatte in Angriff genommen werden 
konnen. Stehen doch mit der Phtalséure zahlreiche Farbstoffe 
in Beziehung, und zeigt doch die Hamatinsaure als substituierte 
Maleinsiiure mit dieser eine gewisse Ahnlichkeit, die auch in 
iirem Verhalten zum Ausdruck kommt. 

So konnte Herr Lacour durch Zusammenschmelzen von 
| g CJH,O, mit 1,5 g Resorcin unter der Fluoresceindarstellung 
analogen Bedingungen einen Korper erhalten, dessen Alkalisalze, 
i Wasser gelést, griin fluorescierende Fliissigkeiten gaben, und 
der sich auch durch Bromierung in einen roten Farbstoff tiber- 
flihren heb. 

Die Kondensation zu erreichen, wurde zuniichst einmal 
durch Natriumiithylat versucht. Bemerkenswerterweise konnte 
der saure Methylester C,H,,O, durch Natriummethylat nicht zu 
einer im gewiinschten Sinne verlaufenden Reaktion gebracht 

') Vgl. Liebigs Annal. der Chemie, Bd. CCCXLYVI, S. 4. 
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werden, er blieb entweder unveriindert, oder wurde zur Hiima- 
tinséure verseift. Und nicht viel bessere Resultate eriibrigten 
wir bei der Einwirkung von Natriumiithylat auf denselben Ester. 
Hier bildete sich, aber in sehr geringer Menge, ein Konden- 
sationsprodukt, dem nach der Analyse eines Silbersalzes viel- 
leicht die erwartete empirische Zusammensetzung C,H,O; zu- 
kommt, doch muften Versuche, die Konstitution aufzukliren, 
aus Mangel an Material unterbleiben, so dab also nicht feststeht, 
ob die Kondensation im gewiinschten Sinne, d. h. nach folgendem 
Formelbild verlaufen ist: 


H.C H.C 
* 
OC—OR |—COOR OC (:— COOH 
| cmemenelp | | 
HC (:— COOR HC ( — COOH 
ee % 7 
> ; 
H, H, 


Bei der Einwirkung von Natriumiithylat auf den sauren 
Monoiithylester C,,H,,0O, resp. C,)H,,0,, entstanden zwar eben- 
falls Kondensationsprodukte und zwar je nach den Bedingungen 
ein krystallisierter Korper C,.,H,,0,, oder ein Ol CygH,,0.,, aber 
wiederum in geringer Menge, zudem war ja bei dem ersten, 
wie aus der Formel ersichtlich, nur eine partielle Kondensation 
eingetreten — er ist aus dem Ester C,,H,,0,, durch Austrit! 
nur einer Molekel Alkohol entstanden —, das Ol aber, welches 
sich aus dem Ester dureh Vereinigung dreier Molekiile unter 
Austritt von 6 Molekeln Alkohol und einer Molekel Wasser ge- 
bildet haben mubte, war trotz der komplexen Zusammensetzung, 
die einen Einblick in die Struktur nicht leicht erméglichen wird, 
doch noch verhiiltnismiibig leicht wieder bis zur Hiimatinsiiure 
verself bar. 

Die Versuche haben also nur ergeben, daBh eine Konden- 
sation moglich ist, aber nicht, wie sie verliuft, was Ja erst von 
entscheidender Bedeutung gewesen wire, denn eine intramole- 
kulare Kondensation kann bei der Hamatinséiure auch noch 10 
anderer als der erOrterten Weise erfolgen, z. B. zwischen dem 
Carboxyl 1 und der dem Carboxyl 3 benachbarten Methylen- 
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gruppe,'!) wihrend es darauf ankommt, die Carboxyle 1 und 2, 
welche wohl sicher aus dem Pyrrolring des Hiimatins hervor- 
gehen, zunachst einmal intakt zu erhalten. 

Die Anlagerung von Anilin an das Anhydrid der drei- 
basischen Hamatinsaéure C,H,O; vollzieht sich in iitherischer 
Losung héchstwahrscheinlich in der Weise, daf zuniichst 3 Mole- 
kiile der Base gebunden werden. Dieses primiire Produkt — 
isoliert wurde es nicht —, das iitherléslich ist, verwandelt sich 
bel wenig erhohter Temperatur zu einem Teil unter Austritt 
einer Molekel Anilin in das Monoanilinsalz eines Hiimatinsiiure- 
anilids 
y CONH( gl, | 
CCONH,CoH, — (CyoHy,0,N,) 

COOH 
einen in Ather schwer léslichen Kérper, wiihrend ein anderer 
Teil mit dem Anilin in iatherischer Lésung bleibt und nach Ent- 
fernung des freien und salzartig gebundenen Anilins durch Aus- 
schiitteln der iitherischen Lésung mit Salzsiiure als Hiimatin- 
siiureanilid 


H.C, 


/ CONHG,H, 
H,C,< COOH (C,,H,,0,N). 
COOH 


') Im Formelbilde: 


H.C H,C 
| 
C 

0 t—cor 6 t—cor 

HO - CC C=€ JH ‘0 hes 
H,C— CH, ao-— ch 
| | 
COOH COOH 
so wurde von Perkin an dem Ester der Saure C,H,,O,, die das niedere 


Homologe der Hamotricarbonsdure, d. h. der reduzierten Haimatinséure 
vorstellt, eine Kondensation zu einer Pentanondicarbonsdure beobachtet: 


H,C HC 
*\ a % 
HOCO HC. COOH CO HC- COOH 
———» j 
H,C — CH, HC CH, 
| | 
COOH COOH 


J. Chem. Soc., Bd. LXXXV, S. 416, u. Bd. LXXXIX, S. 1640. 
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das wieder schwer in Ather léslich ist, erhalten wird. Beide 
Koérper geben schlieflich beim Erhitzen auf 100° Wasser ab, 
merkwiirdigerweise sogar beim Erhitzen mit Wasser, wobei dias 
Ather leicht lésliche Hamatinséureanil 
Le ONCH, 77 
(C,4H,0,N) 


H,C, walls 
NCOOH 


entsteht. Ganz iihnlich verhilt sich der saure Monomethylester 
der Hiimatinsiiure gegen Anilin, er addiert 2 Molekiile der Base 
zum Dianilinsalz, beim Erhitzen der benzolischen LoOsung bis 
zum Kochen verliert dieses aber allmiihlich 1 Molekiil Wasser, 
dann auch Anilin und ein zweites Molekiil Wasser; schiittelt 
man nun mit Salzsiure aus, so enthilt die Benzoll6sung neben 
dem Monomethylester des Hiimatinsiureanilids auch den Ester 
des Hiimatinsiiureanils. welche durch Einleiten von Ammoniak, 
das nur ersteren fallt, getrennt werden k6nnen. 

Der Ester des Anils lief sich schheBlich durch 10°/o ige 
Schwetelsiiure zu dem Hiimatinsaéureanil wieder verseifen 


Experimenteller Teil. 


I. Abschnitt. 
A. Salze des Imids der dreibasischen Hiimatinséure. 

Die folgenden Salze wurden hergestellt, um von ihnen 
aus zu Estern zu gelangen. 

1. Das Kaliumsalz (Nicole). 

Bezweckt wurde die Darstellung eines Salzes mit zwei 
Atomen Metall, wovon das eine an Stelle des Imidwasserstofies 
getreten wiire. Es war das denkbar, da ja das Phtalimid, mit 
dem das Imid der dreibasischen Hiimatinsiiure eine gewiss¢ 
Ahniichkeit aufweist, leicht in das so reaktionsfiihige Phta'- 
imidkalium iibergefiihrt werden kann. Erhalten wurde aber nur 
das Monokaliumsalz CyH.KWO,N. 

1.4 g¢ CgH,O,N wurden in 10 cem absoluten Alkohols 
gelost und mit einer Lésung von 0,86 g Kaliumhydroxyd (2 Mo- 
lekiile) in 10 cem Alkohol versetzt, wodurch ein gelblichweiber 
Niederschlag entstand, der abgesaugt, mit absolutem Alkoho! 
nachgewaschen und, da die wiisserige Lésung einer Probe stark 
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alkalisch reagierte, noch aus heibem 90°,oigen Alkohol um- 
krystallisiert wurde, wobei nur schwach gelblich gefirbte Nadeln, 
deren Zersetzungspunkt bei 212° liegend beobachtet wurde, 
ausfielen. 
Analyse. 
O0,1574 g Substanz gaben 0,0617 g K,s0O, 0.02766 ¢ K 
Berechnet fiir CJH,KO,N : Grefunden: 
% K 17,7 17,57 

2. Das Bleisalz. 

Eine wisserige LOsung des Imids der dreibasischeu Ha- 
matinsiiure gibt mit Bleiessig einen Niederschlag, der sich im 
Uberschu8B des Fillungsmittels wieder lést, auch das neutrale 
Bleiacetat bewirkt noch in einer 1°/oigen LOsung der Siiure 
eine Fiillung, doch ist diese niemals vollstiindig, da hier die 
freigewordene Essigsiiure lOsend wirkt. Ein auf die zuletzt 
genannte Art von Herrn Dr. Mezger friiher dargestelltes Blei- 
<alz stellte nach dem Auswaschen und Trocknen ein braunes 
amorphes Pulver dar, dessen bleigehalt  anniihernd auf die 
Formel C.H,Pb,O,N stimmte, die 53,55°%/o Pb verlangt (0,1508 g 
Substanz gaben 0,094 g¢ PbS = 53,9°/0). 

Herr Lacour dagegen bekam mit besserer Ausbeute ein 
basisches Bleisalz auf folgende Weise: Die Lésung von 1 g 
C.H,0,0 in 20 com Wasser wurde mit Bleiessig versetzt, bis 
die zuniichst auftretende Triibung wieder verschwunden war, 
und daraufin ein Liter ausgekochtes Wasser ecingetragen, wobei 
eine starke Fiallung in Form mikroskopischer Oktaeder auftrat. 
Das Filtrat hiervon gab beim Aufbewahren in einer verschlos- 
senen Flasche innerhalb einiger Tage nochmals einen Nieder- 
schlag in den gleichen Formen. Im ganzen wurden 1,77 g im 
Vacuum getrocknetes Bleitsalz erhalten, das 65,1°/o Pb enthielt. 
(0,205 g Substanz gaben 0,196 g PbSO,). Hier hatte sich also 
ein basisches Bleisalz gebildet, dessen Menge nicht ganz zwei 
Dritteln der angewandten Hiimatinsiiure entsprach: es waren 
also immer noch wesentliche Mengen der Siiure der Fiilung 
entgangen, die dann auch nach Fillung des Bleis mit Schwefel- 
siure durch Ather extrahiert werden konnten. 
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3. Silbersalze. 

Die Darstellung eines Silbersalzes C,H, Ag,O,N, das 54,4°/o 
Silber enthalt, habe ich bereits beschrieben,') auch angegeben, 
dafi nur 50°/o der theoretischen Ausbeute erhalten werden. Auf 
die gleiche Weise, d. h. durch Fiillung der genau mit Am- 
moniak neutralisierten, konzentrierten absolut-alkoholischen 
Losung der Siiure mit einem Uberschu8 von alhoholischer 
Silbernitratlosung, Absaugen und Auswaschen mit eiskaltem 
Wasser, erhielt Herr Mezger das gleiche Silbersalz mit 54,5° 
Silber (OQ,1897 g Substanz bei 105° getrocknet gaben 9,1375 g 
Ag(€l). Auch Herrn Lacour gelang es einmal, das Salz zu 
fassen: er léste 5 g CSH,O,N in 30 cem Alkohol und neutra- 
lisierte mit Ammoniak, wobei sich ein Teil des gebildeten 
Ammonsalzes abschied, das nun in wenig Wasser geldst mi! 
dem alkoholischen Filtrat vereinigt wurde. Zu dieser Losung 
kam eine solche von 9,2 g Silbernitrat (2 Molekiile) in 50 ecm 
verdiinntem Alkohol. Der erhaltene weife, amorphe Nieder- 
schlag wurde abgesaugt und, da seine schleimige Konsistenz 
ein rasches Auswaschen nieht erlaubte, dadurch vom anhaftenden 
Silbernitrat befreit, dal} er mehrmals mit Wasser angerieben 
und nach dem Absetzen dekantiert wurde, wobei ein betracht- 
licher Teil des Salzes in Lésung ging, sodafy die Ausbeute 
nur 4,6 ¢ betrug (0.192 ¢ Substanz gaben 0,1377 ¢ Ag€l 
— 53.999/o Ag). 

Bei einem zweiten unter ganz gleichen Bedingungen an- 
gesetzten Versuch erhielt er aber ein Salz mit nur 49,69° 5 
Ag®) (Q,1295 g Substanz gaben 0.0855 g AgCl), das nun durch 


weiteres Auswaschen gereinigt wurde — ein Anschlammen 
mit Ather und wiederholtes Dekantieren mit verdiinntem Al- 
kohol erwies sich als zweckmiibig, um das Salz seiner schleimigen 
Konsistenz zu entkleiden und es sandig zu erhalten. Dabei 
zeigte es sich nun, daf die Verunreinigung in einem Salz mil 


') Liebigs Annal. der Chem., Bd. CCCXYV, 8S. 193. 

*, Auch ich habe 6fters Silbersalze mit 47,15—53,9°/o Ag erhalten 
und glaubte den zu niedrig befundenen Metallgehalt auf das Vorliegen 
eines Gemenges der Salze C,H,AgO,N und C,H,Ag,0,N zuriickfiihren zu 


kOonnen. 
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geringerem Silbergehalt bestand, das der Mischung durch den 
verdiinnten Alkohol entzogen wurde. Entsprechend verminderte 
sich das Gewicht des ungeldsten Anteils von 8,5 auf 6,2 g 
mit 52,23°/o Ag (0,1525 g Substanz gaben 0,1058 g AgCh), 
dann auf 5,9 ¢ mit 52,66°/0 Ag (0,1125 g gaben 0,0787 g AgCh), 
endlich auf 5.25 g mit 51,.7°/o Ag (00,1465 ¢ Substanz gaben 
0.1007 g AgCl). 

Nach abermaligem Auswaschen mit Wasser war das Ge- 
wiecht konstant geblieben und eine Silberbestimmung ergab 
52,2390 (O,1945 g Substanz gaben 0,135 ¢@ AgCl). Nach diesen 
Analysen zu urteilen liegt hier ein Salz C,H,Ag,O.N vor, fir 
das sich 52,04°,5 Ag berechnen und das sich unter Aufspaltung 
des Imidringes gebildet haben diirfte, so dali wohl auch das 
zweite Metallatom einer Carboxylgruppe angehért im = Sinne 
der Forme!l 

HC, COURS 
SCOOAg 

Dieses Salz gelang es nun mit annihernd quantitativer 
Ausbeute dureh das folgende Verfahren zu erhalten: 1g CgH,O,N 
wird in 100 cem Alkohol gelOst, mit Ammoniak neutralisiert, 
darauf die Hilfte einer L6sung von 2.5 ¢@ Silbernitrat (= 3 Mo- 
lekiile im ganzen) zugegeben, dann die tiber dem entstandenen 
Niederschlage stehende Fliissigkeit, welche sauer geworden ist, 
von neuem mit Ammoniak neutralisiert, wobei eine bedeutende 
Vermehrung des Niederschlages eintritt, endlich die zweite 
Halfte der Silbernitratlosung hinzugefiigt. Das abgeschiedene 
Silbersalz wird solange mit Alkohol dekantiert, bis eine Reaktion 
auf Nitrat nicht mehr eintritt, schlieblich filtriert, abgesaugt 
ind im Vacuum, darauf bei 105° getrocknet. Ausbeuie 1.9 g 
|. Praparat). Bei einem zweiten Versuch wurde absoluter 
Alkohol verwendet, sonst wie angegeben verfahren. Ausbeute 





2.1 g (2. Praéparat) Analyse. 


1. 01305 g Substanz gaben 0.0908 g AgC]) 


- 


2. O.1162 0.0812 


Berechnet fiir CsH,Ag,O,N: Gefunden: 
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Es ist also wohl die Annahme berechtigt, da neben dem 
Salz C.H,AgO,N, das ja auf ganz anderem Wege hergestell| 
wird,!) zwei Salze mit zwei Atomen Metall bestehen, deren 
Bildung unter Bedingungen erfolgt, die nur wenig von einander 
abweichen. Die Einwirkung von Alkylhalogen vollzieht sich 
in verschiedener Weise, wie im zweiten Abschnitt gezeigt werden 
wird: der Versuch, aus den beschriebenen Kalium- oder blei- 
salzen Ester zu gewinnen, unterblieb wegen der nicht erwiinschten 


Zusammensetzung dieser Salze. 


B. Die Verseifung des Imids der dreibasischen 
Hiimatinsiure 
wurde bisher?) mit der zehnfachen Menge 50 gewichtsprozentiger 
Schwefelsiiure bei Wasserbadtemperatur ausgeftihrt, wobei eine 
Verharzung nicht vermeidbar erschien; so erhielt Herr Mezger 
z. B..nur 82°/o an reinem Anhydrid C,H,O,. Hier war aber 
ein nicht voéllig gereinigtes Priiparat von C,H,O,N zur An- 
wendung gelangt, und die Verluste sind nicht auf Rechnuny 
des reinen Imids zu setzen, sondern auf Beimengungen anderer 
Art. Wenigstens erzielte Herr Lacour durch Verseifung des 
reinen Imids quantitative Ausbeuten, wiihrend eine beim Um- 
krystallisieren des rohen Imids gewonnene Mutterlauge. die 
noch etwa 22 ¢ der Siiure enthalten mubte, nur 11.5 ¢ um- 
krystallisiertes Anhydrid C,H,O, ergab. Daneben schieden sich 
aber zuniichst, einmal aus dem zur Umkrystallisation benutzten 
heifen Wasser 6,5 g eines Ols aus, das also bei der Oxydation 
des Hiimatins entstanden war und sich als iitherl6slich der 
rohen Hiimatinsiiure beigemengt hatte. Der gréfte Teil dieses 
Ols konnte allmiihlich in das in heiBem Wasser unldsliche, 
bekannte Kalksalz von C.H.O, durch entsprechende Behand- 
lung tibergefiihrt werden, zuniichst durch Auflésen in Ammoniak, 
Zusatz von Kalkacetat und Erhitzen der Lésung, wobei 2 ¢ 
Kalksalz ausfielen, wiihrend das Filtrat nach dem Ansiiuern 


') Liebigs Ann. der Chem., Bd. CCCXYV, S. 192. 
Liebigs Ann, der Chem., Bd. CCCXY, S. 195, ist noch 50 volum- 
prozentige Schwefelsiiure angegeben, spiter haben wir immer mit de: 


verdiinnteren Sdure vearbeitet. 
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wieder ein Ol an Ather abgab, das dann durch Schiitteln mit 
Calciumearbonat unter Kohlendioxydentwickelung in Losung 
ging, aus der nun beim Erhitzen abermals eine Abscheidung 
eintrat. Demnach mu das Ol in allerniichster Reziehung zum 
Anhydrid der dreibasischen Hiématinsaéure stehen und kann 
vielleicht entweder als die fumaroide Form der Séure ange- 
sprochen werden — die bekannte Himatinsiure C,H,O, mub 
ja die maleinoide Form sein — oder als ein strukturisomeres 
Anhydrid, bei dem der Wasseraustritt zwischen den Carboxylen 
2 und 3 stattgefunden hat. Gegen die erste Annahme spricht 
niimlich die Unveriinderlichkeit des Ols gegeniiber Natronlauge, 
nach deren Kinwirkung in siedender Lésung das Ol als solches 
scheinbar unveriindert wiedergewonnen wurde.') 

Rechnet man nun die 6.5 ¢@ den 11,5 g direkt erhaltener 
Hiimatinsiure hinzu, so ergibt sich eine Gesamtausbeute von 
18 g, demnach hatten sich von den 22 g vorhandener Siiure 
to, d. h. wiederum wie bet Mezgers Versuch, etwa 20°/o 
durch Verharzung der Wiedergewinnung entzogen. 

2. Die Verseifung des Imids C,H,O,N kann nun aber auch 
sehr glatt durch Barytwasser erfolgen, wihrend sie durch Natron- 
lauge nur mit Verlusten durchfiihrbar ist. Ks wird die wiisserige 
Losung des Imids mit Barytwasser alkalisch gemacht und auf 
dem Wasserbade erhitzt, wobei ein Ausfall eintritt, wiaihrend 
sich Ammoniak entwickelt und die Losung wieder sauer werden 
kann. Dureh Zusatz neuer Mengen der Base und weiteres 
Krhitzen kann schlieflich die ganze Menge des Imids auch bei 
Verwendung von z. B. 10 g quantitativ in das unldsliche Baryt- 
salz von C,H,O. iibergeftihrt werden. Ein auf diesem Wege 
abgeschiedenes Baryumsalz gab ohne weitere Reinigung bei 
der Analyse einen Gehalt von 45,8°/o Ba, wiahrend sich fiir 
das komplexe Salz C,,H,)Ba,0,, 46,2°/o berechnen (0,190 g 
Substanz, bei 105° getrocknet, gaben 0,1475 g BaSO,).?) Die 


') Die Natur des hier kurz als «Ol» beschriebenen Kérpers in 
exakter Weise aufzuklaren, behalte ich mir vor auszufiihren, sobald das- 
selbe uns wieder in gréfierer Menge zur Verfiigung steht. 

*) Vgl. Liebigs Ann. der Chem., Bd. CCCXY, S. 203. 
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nach dem L6ésen des Salzes in Salzsiiure durch Extraktion mit 
Ather gewonnene Hiimatinsiiure war sehr rein und zeigte den 
Schmelzpunkt 96—-97”. 


II. Abschnitt. Die Methylester der dreibasischen Hamatinsaure. 


Nach Versuchen von F. Lacour. 


A. Der saure Monomethylester 


COOH 
Ps 


C\H,,0, = H,C,/ COOH 
a) 6 ‘ ». 
COOCH, 


Sp. 11mm 173—176°. 


~ 


Zur Darstellung desselben wurden 10 g C.H,O, in 30 ¢ 
absolutem Methylalkohol gel6st und nach Zugabe von 1,5 ¢ 
30°/oiger Salzsiiure zehn Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt, 
dann wurde der Alkohol abdestilliert und der Riickstand mit 
200 com Wasser digeriert. Das abgeschiedene Estergemisch 


~ 


wurde von der wiisserigen Losung, die tibrigens ganz geringe 
Mengen unveriinderter Himatinsiiure enthélt, im Scheidetrichter 
cetrennt, dann in Ather gelést und der iitherischen Lésung 
durch mehrmaliges Ausschiitteln mit je 10 ecm 5°/oiger Soda- 
losung der saure Ester entzogen. Die iatherische LOsung ent- 
hielt dann noch zwei Ester (vgl. I} Bound Il ©), aber nur in 
geringerer Menge, etwa 30°/o, wahrend ca. 70°/o der erhaltenen 
Ester durch Natriumearbonat in wasserlosliches Salz tibergefiihrt 
wurden und dann nach dem Ansiiuern der wiisserigen LoOsung 
durch Ather wieder entzogen werden konnten. ') Zur Reinigung 
wurde der nach Abdestillation des Athers verbleibende Riick- 
stand der fraktionierten Destillation bei 11 mm Druck unter- 
worfen, wobei die Hauptmenge, und zwar 22 g von 22,9 g. 
zwischen 173--176° tiberging?) (Badtemperatur 200—210°). 


') Bemerkenswert ist, dafs bei nur fiinfstiindigem Erhitzen am 
Riickflufkiihler erst etwa 40°. des gebildeten Esters aus dem sauren 
Ester, ca. 60°/o aus neutralen Estern bestehen. 

*) Kin geringer Rest von 0,6 g destillierte zwischen 176—190°; er 
bestand aus unverinderter Hiimatinsiiure. Die angegebene Menge vor 
22.9 g Ester stammte von mehreren Versuchen her. 
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Analyse. 


0,2227 g Substanz gaben 0,413 g CO, und 0,115 g H,0. 


Berechnet fiir C,H,,0,: Gefunden : 
%o C 50,0 DO.57 
"o H 5,55 9,7 


Aus dem etwas zu hoch gefundenen Kohlenstoffgehalt, 
wie auch aus den Molekulargewichtsbestimmungen ist vielleicht 
zu folgern, dali bei der Destillation ein kleiner Teil des Esters 


‘ 


in das Anhydrid C,H,,0, iibergegangen ist. Molekulargewichts- 





bestimmung nach der Siedemethode. L6sungsmittel Ather, ¢ = 21. 
Ather Substanz A Gefundenes M.-G. Berechnet 
17 g 0,664 0,41 201 216 
0.896 0.57 195 
1,107 ().7 196 


Salze des Esters. 

|. Das Kalksalz kann durch Scehiitteln des Esters mit einer 
wiisserigen Suspension von frisch gefilltem Calciumearbonat be- 
reitet werden, die Bildung des in kaltem und heibem Wasser 
leicht léslichen Kalksalzes geht unter Entwicklung von Kohlen- 
dioxyd vor sich. Aus der vom Uberschuf des Kalkcarbonats 
abfiltrierten L6sung scheidet sich das Kalksalz erst bei starker 
Konzentration in Form gliinzender Bliittehen ab. ') 

0,1800 g Substanz gaben 0,0972 g CaSO, = 0,2859 ¢ Ca. 

Berechnet fiir CoH, ,CaQ, : Gefunden : 
% Ca 15,7 15,88 

2. Das Silbersalz. 

Der Ester abt sich durch Schiitteln mit Ammoniak leicht 
in LOsung bringen: die durch Verdunstung des tiberschiissigen 
Ammoniaks neutral erhaltene LOsung gibt mit Silbernitrat einen 
voluminésen Niederschlag, der nach dem Auswaschen und 
Trocknen im Vakuum ein weibes amorphes Pulver vorstellt. 

0.3200 g¢ Substanz gaben 0,215 g AgCl. 
Berechnet fiir C,H,,Ag,0, : Gefunden : 


%lo Ag 50.2 a) md 


') Stellt man das Salz aus der Liésung des Ammonsalzes des Esters 
durch Zusatz von Chlorcalciumlisung dar, so muf es durch Alkohol chlor- 
frei gewaschen werden. 
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3. Der in wasserfreiem Ather geliste Ester addiert beim 
Kinleiten von Ammoniak dieses Gas momentan, 4 g waren nach 
1) Minuten z. B. quantitativ gefallt, unter Bildung eines weifen 
Niederschlages, der nach dem Trocknen im Vakuum sehr hygro- 
skopisch war. Die Analyse des Anlagerungsproduktes ergab 
die Aufnahme von 2 Molekeln Ammoniak. 


0,265 g Substanz gaben 0419 g CO, und 0,175 g H,O 


0,139 » ’ 13,4 ccm N bei 5° und 751 mm B. 
Berechnet fiir C,H,,O,N, : Gefunden : 
%. C = 432 43,1 
yo H 7,2 7,3 
‘fo BH ce 112 11,6 


Durch Umsetzung der wiisserigen LOsung dieses Ammoniak- 
anlagerungsproduktes wurde das schon beschriebene Kalk- sowie 
das Silbersalz erhalten. 

0,177 g Kalksalz gaben 0,097 g CaSO, = 16,1°/o Ca. 
0,260 » Silbersalz 00,1745 » AgCll == 50,5%o Ag. 


B. Der Monomethylester des Anhydrids der drei- 
basischen Himatinsadure 
C,H,,0, = 40,69 
NCOOCH, 
findet sich, wie bei Il A erwiihnt, unter den Teilen des Ester- 
gemisches, das beim Erhitzen des Siitureanhydrids CgH,O, mil 
Methylalkohol und Salzsiiure entsteht, welche der iitherischen 
Losung durch Natriumearbonat nicht entzogen werden, und zwar 
nach den bisherigen Untersuchungen dann am reichlichsten, 
wenn die Dauer der Kinwirkung etwa fiinf Stunden wahrt be! 
Anwendung von 10 ¢ Hiimatinsiure. Seine Menge betrigt dann 
ca. 48°/o der Gesamtester, wiihrend nur 12°/o des neutralen 
Kstergemisches auf den Trimethylester kommen. Die Trennung 
des Anhydridesters von dem letzteren wurde nun dadurch be- 
wirkt, daB in die yom sauren Ester durch Sodalésung befreite 
und durch Natriumsulfat getrocknete iitherische Lésung Am- 
moniak eingeleitet wurde. Die Einwirkung des Gases war hier 
nicht sofort zu erkennen, es mubte erst eine bestimmte Kon- 
zentration erreicht sein, was z. B. bei einem Versuche der Fa! 
war, nachdem etwa 20 Minuten lang Ammoniak eingeleite! 
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worden war, auch dauerte es verhiiltnismiibig lange, bis die 
Fillung vollstindig geworden war. Sie besteht in einem sehr 
volumindsen Produkt, so dal es angezeigt erscheint, die athe- 
rische Losung in ziemlicher Verdiinnung anzuwenden. Nach 
dem Absaugen und Nachwaschen mit absolutem Ather wird 
das Ammoniakanlagerungsprodukt als weibe, sehr hygroskopische 
Masse erhalten. Im Vakuum iuber Schwefelsiiure getrocknet 
ergab sie bei der Analyse folgende Werte: 


0.2825 g Substanz gaben 0,4838 g CO, und 0,168 g H,0. 


0,639» >» d8 cem N bei 6° und 754 mm B. 
Berechnet fiir CyH,,O.N, : Grefunden : 
Io C 46,5 46,7 
°%. H 68 6,6 
%o N 12,0 11,7 


Demnach lag also in dem durch Ammoniak gefiillten Ester 
der Monomethylester des Anhydrids der dreibasischen Hiimatin- 
siiure C,H,,O, vor, der durch Aufnahme von 2 Molekeln Am- 
moniak das analysierte Produkt geliefert hatte. 

Es verhiilt sich also dieser Ester in bezug auf die Auf- 
nahmefihigkeit fiir Ammoniak wie die Anhydride zweibasischer 
siuren:!) Methylithyl- wie Methylpropylmaleinsiiureanhydrid 
z. B. sowie auch das Anhydrid der A, Tetrahydrophtalsiiure 
addieren bei der Einwirkung von Ammoniak auf ihre trockene 


') Das Anhydrid der Himatinséure C,H,O, addiert in wiisserige: 
LOsung auch nur zwei Molekiile Ammoniak. Das in dtherischer Lésung 
entstehende Anlagerungsprodukt ist so hygroskopisch und veranderlich, 
dafy es, einmal an die Luft gebracht, im Vakuum iiber Schwefelsiure 
nicht mehr getrocknet werden konnte. Auch ein Umkrystallisieren aus 
Chloroform gelang nicht, weil es in diesem Lésungsmittel ganz unldslich 
ist; dies war z. B. Fittig bei dem ebenso hygroskopischen Oxyvalerian- 
amid gegliickt (Ann., Bd. CCLVI, 5.157). Es ist daher wahrscheinlich, dah das 
primire Anlagerungsprodukt, wie zu erwarten, drei Molekeln Ammoniak 
enthélt, von denen nun in Beriihrung mit Wasser zuniichst das eine 
und zwar unter Aufnahme von Wasser abgegeben wird, denn das dann 
isoherte Produkt ist das einfach saure Ammoniumsalz 


COONH, 
H,C,—COONH, = C,H,,0,N, 
SCOOH 


Liebigs Annal. der Chemie, Bd. CCCXYV, S. 201. 
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atherische L6ésung ebenfalls zwei Molekeln des Gases, was 
strukturchemisch gewoOhnlich so gedeutet wird, dali das Am- 
moniumsalz eines Séureamids gebildet wird: 


Wn /CO CONH, 
on’ > O-+ ONH, = RK 
CO COONH, 


Und wie diese Anlugerungsprodukte und auch das an Hématin- 
siiureanhydrid sich gegen Wasser verhalten, so auch das vor- 
liegende an den Ester des Anhydrids. Beim Lésen wird Wasser 
addiert, und man hat nun dus Diammoniumsalz in L6sung; dic 
nach der iiblichen Annahme primiir gebildete Siureamidgruppe 
ist also sehr unbestiindig, so daf& es weder bei den substituierten 
Maleinsiiuren noch bei der Hiimatinsiiure gelungen ist, auf dem 
angegebenen Weg ein Siiureamid zu fassen, da das Anlagerungs- 
produkt sowohl bet der Kinwirkung verdtinnter Séuren wie bei 
der Umsetzung mit Salzen in wiisseriger Losung sofort allen 
Stickstoff als Ammoniak verliert. 1) 

bei dem vorliegenden Ester wurde also nach dem \n- 
siiuern der wiisserigen LOsung des Ammoniakanlagerungspro- 
duktes durch Ather der bereits beschriebene Ester der Siiure 
CH,,0, erhalten und durch Umsetzung mit einem Kalk- res. 
Silbersalz entstanden die schon beschriebenen Salze der Ester- 


suure: 
W199 g Kalksalz gaben 0,106 ¢ CaSO, = 15,6°%o Ca (berechnet: 15,7 °) 
0.2377 » Silbersalz, im Vakuum getrocknet, gaben 0,157 g AgCl = 497 


(berechnet: 50,2°/o Ag). 
Das Verhalten des Ammoniakanlagerungsproduktes beii 
Erhitzen wird im Abschnitt 1V, Seite 532 beschrieben werden. 


(. Der Trimethylester der dreibasischen Hématin- 
siure C,,H,,0.. 
Sp. 500—301° Sp. 10 mm 165—167° 
wird, wie bereits beschrieben wurde, ?) in quantitativer Ausbeute 
ber der Umsetzung des Silbersalzes der Hamatinséure mit Jod- 


') Anders verhilt sich nur das Anlagerungsprodukt von Ammonia} 
an die A, Tetrahydrophtalsiiure; hier gelang es Herrn Fuchs, das Mono- 
amid zu fassen. Uber die Versuche des Herrn Fuchs werde ich 
einer spiiteren Mitteilung berichten. 

Liebigs Ann. der Chem.. Bd. COCXYV, S. 204. 
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methyl erhalten. Der Siedepunkt, nach Siwoloboff bestimmt, 
lag bei 300—301 °. 

In sehr geringer Menge, d. h. etwa 12°/o des Esterge- 
misches ausmachend, entsteht er beim Kochen einer Losung 
von C,H,O, in Methylalkohol, die ein wenig Salzsiure enthiilt, 
und bleibt in iitherischer L6sung, nachdem der saure Ester 
CH,,0, durch Sodal6sung und der Ester des Anhydrids durch 
Ammoniak entfernt worden ist. Nach Abdestillation des Athers 


wurde der Ruickstand — aus verschiedenen Versuchen waren 
im ganzen 2,5 ¢ erhalten worden — bei 10 mm Druck frak- 


tioniert, wobei zwischen 165— 167° (Badtemperatur 200°) 2 g 
farbloses, ziihfliissiges Ol iibergingen, wiihrend im Destillier- 
kolben ein geringer harziger Riickstand blieb. Der Siedepunkt 
des Esters, nach Siwoloboff bestimmt, wurde anch hier bei 
300° legend gefunden. 

Analyse. 


0,282 ¢ Substanz gaben 0.5565 g¢ CO, und 0,168 g H,O 


Berechnet fur C,,H,,O,: Gefunden : 
% GC 54,09 D358 
%'o H_ 6,55 66 


Die Molekulargewichtsbestimmung wurde nach der Siede- 


methode ausgefiihrt. Losungsmittel Ather ¢ = 21. 
Ather Substanz A Gef. M.-G. Berechnet 
14,5 g 0,204 0,14 212 24-4 
0,524 0,2 232 


III. Abschnitt. Die Athylester der dreibasischen Himatinsaure. 


A. Der saure Monoathylester C,,H,,O, und sein Anhy- 
drid C,,H,,0,,. 
Sp. 10 mm 165°. Sp. 14 mm 171° Sp. 17 mm 177—179°. 


Zur Darstellung des Esters wird das Anhydrid der Ha- 
matinsiure in der vierfachen Menge absoluten Alkohols gelost 
und so viel méglichst konzentrierte Salzsiiure hinzugegeben, dab 
die Lésung ca. 2°/o Chlorwasserstoff enthalt, worauf 5 Stunden 
am RiickfluBkiihler erhitzt wird; nun wird der Alkohol voll- 
stiindig abdestilliert und der Riickstand mit etwa zehn Teilen 
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Wasser auf einen Teil C,H,O, versetzt. Das abgeschiedene 
Kstergemisch wird im Scheidetrichter von der wiisserigen Losung. 
welche unverianderte Héimatinsiiure in geringer Menge enthiilt. 
getrennt, in Ather aufgenommen und mit einer 5°/oigen Soda- 
losung Ofters ausgeschiittelt.') Nach dem Wiederanséuern kany 
dann der rohe, saure Ester durch Ather der wisserigen L6sung 
wieder entzogen werden, die Menge desselben betrug bei einem 
Versuch mit 19 ¢ CLH,O, 20 g, das sind 105 °/o der angewen- 
deten Siiure oder 87,5°/o der theoretisch modglichen Menge 
Der rohe saure Ester wurde nun dureh fraktionierte Destil- 
lation unter yermindertem Druck?) von noch anhaftender Hiima- 
tinsiiure befreit, welche, wie sich erwies, alleinin Betracht kommt 
eine kleine Menge des Esters zersetzte sich allerdings bei der 
Destillation unter Bildung von Bernsteinsiure. Bei 17 mm Druck 
vingen hierbei von den 20 ¢ Ester 17,5 g zwischen 175 uni 
179° (Badtemperatur 190—200°) als hellgelbes, dickfliissiges 
Q| iiber, ein andermal von 16,8 g — 14,3 zwischen 174—179 
bei demselben Druck. Eine zweite Fraktion wurde zwischen 


1) Sobald nur noch sehr geringe Estermengen in die Sodalésung 
iibergehen, darf man annehmen, dafs der saure Ester entfernt ist, da all- 
miihlich auch der Anhydridester durch Soda umgewandelt und gelést wird. 
In der dtherischen Lésung verbleibt auffer dem oben erwihnten auch de 
Diithvlester, vel. IIB und C. 

2) Kine Trennung des Esters von unverinderter Hiimatinsiiure auf 
einem anderen Wege zu erzielen, ist uns nicht gegliickt. Wir haben 
zuniichst versucht, das verschiedene Verhalten der Kalksalze zur Trennung 
heranzuziehen, da es sich zeigte, dafi das Kalksalz des Esters, welches 
gleich dem der Hiimatinsiiure beim Erhitzen seiner Lésung ausfallt, sich 
beim Erkalten wieder lést. Doch tindet dabei immer eine teilweise Ver- 
seifung statt, und wir konnten bei dieser Gelegenheit ein in Blittehen 
krystallisierendes Kalksalz der Haimatinsiiure beobachten, das bisher nic!i! 
bekannt war. Nach der Analyse ist es das einfach saure Calciun 
hiimatinat, das, wie es scheint, noch '/2 Mol. Wasser entbalt. 


O190 ¢ Substanz im Vakuum getrocknet gaben 0,1038 g CaSO, 


Q.1239 . » > > 0.0677 > » 
Berechnet fiir CgH,CaO, -+- '/2 H,0: Gefunden : 
%» Ca 16,06 16.0 16,0 


Nach dem Aullésen in Salzsiure gab es an Ather das reine Anhyd: 
CHO, ab. 
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{NO—190° in einer Menge von 2 resp. 1,5 @ erhallen, im Wolb- 
chen verblieb eine verharzte Masse. 

Die zweite Fraktion krystallisierte jedesmal nach einiger 
Zeit; sie konnte mittels Chloroform in hierin lOsliche Hiimatin- 
siiure und in Bernsteinsiiure zerlegt werden. !) 

Die erste Fraktion wurde dann noehmals durch Destilla- 
tion bei 17 mm Druck gereinigt, wobei der Ester fast ohne 
Verlust zwischen 177-——179° tberging (Priiparat [ und I). 

Denselben Ester hatte Herr Nicole erhalten und bei 
li mm den Siedepunkt 171°, bet 10 mm = 165° beobachtet 
Priiparat U1). 

a) Analysen: 


I. 0280 g Substanz gaben 0,560) ¢ CO, und O30 g HO 


I]. O.1SO8 2 > O.56035 1 O.09%5 
Hl. O,L921 » »  OSSi4 0.0046 
Berechnelt fiir: Gefunden: 
CEO. CHO, Cae, . IL. UI. 
(56.6 217 yh35 4D D4.7 4.57 
‘oH D6 6.03 D8 D2 D7 D2 


Demnach stimmen die Analysen alle noch am besten auf 
die Formel C,,H,,0,,, d.h. entweder auf ein molekulares Ge- 
muisch des Anhydridesters mit dem Ester der Siiure, das einen 
konstanten Siedepunkt besitzen wiirde, oder auf cin unter Aus- 
fritt von einem Molekiil Wasser aus zwei Molekiilen Ester ge- 
bildetes Doppelmolekiil. Fir letztere Ansicht sprechen die bei 
der Kondensation erhaltenen Resultate, wobet das grébere Mo- 
lekUl als solches sich beteiligt, fiir die erstere die Molekular- 
vewichtsbestimmungen, die immer auf das einfache Molekiil 
stimmende Werte gaben. 


a) Nach der Siedemethode; Lésungsmittel Ather, ¢ -= 21 (Priiparat I). 
Ather Substanz A Gef.M.-G. Ber. fiir C,,H,,0, Ber. fiir C,,H,,.0,, 
18.0 02045 O11 218 230 42 

0,426 0,23 217 

0,6095 0.32 223 


') Daf die Bernsteinsiiure sich durch teilweise Zersetzung des 
Msters gebildet hatte und nicht etwa der Hiimatinséiure noch von der 
Darstellung her anhaftete. wurde durch einen besonderen Versuch, bei 
em analysenreines Anhydrid C,H,O. zur Verwendung kam, nachgewiesen. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIV. a) 
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8) Darch Gefrierpunktserniedrigung ; Lésungsmittel Benzol, ¢ == 55 
(Préparat Il). 
Benzol Substanz A Gef. Mol.-Gew. 
17,98 0,735 0,89 236 


c) Bei der Titration in alkoholischer Lésung verbrauchtey, 
O.186 ¢ Ester 1.7 cem ! 2-n-KOH, wiihrend sich fiir eine zwei- 
basische Substanz C,,H,,0,, 1,6 ccm = '/2-n-KOH  berechnen. 
Nach vierstiindigem Stehen war die Losung wieder sauer ge- 
worden, und nun wurden weitere 1,8 cem !/2-n-KOH bis zur 
Neutralisation verbraucht. 

Noch erscheint der Ester, nachdem er in Ammoniak gelos' 
und nach dem Ansiiuern durch Ather extrahiert worden. ist, 
wieder als das Doppelmolekil: 

0.274 ¢ Substanz gaben 0.5495 g CO, und 0,137 g¢ H,O 
= 5+4,69°/o CG und 5,59°/o H. 

d) Die Salze leiten sich aber, wie vorauszusehen wav, 
von dem Ester C,,H,,0, ab. 

a) Das Kalksalz wird aus der neutralen Ammonsalzlésung 
durch Umsetzen mit Caleiumehlorid am besten bei 50° erhalten, 
es scheidet sich in Gestalt von blittchen ab, die in kaltem 
Wasser leichter als in heiBem léslich sind. Zur Analyse wurde 
es mit Alkohol chlorfrei gewaschen und dann bei 100° getrocknet. 
wonach es sich beim Zerreiben fettig anfiihlt. 


O108¢ g Substanz gaben 0,023 g CaO = 0,0164 g Ca. 
Berechnet fiir C,,H,,CaQ,: Gefunden: 
%» Ca 14.9 15,12 


8) Das Bleisalz fiillt durch Bleiacetat aus der Ammon- 
salzlosung als ein feiner, weiber, krystallinischer Niederschlag. 
0.2367 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0.1648 g PbSO, 
Berechnet fiir C,,H,,Pb0, : Gefunden: 

“lo Pb 47,58 47,57 
¥) Das Silbersalz, auf analogem Wege mit Hilfe von 
Silbernitrat bereitet, besteht aus mikroskopischen Nadeln, dic 
nur wenig lichtempfindlich sind. In heifem Wasser lést es sich) 
auf, erleidet dabei aber eine teilweise Verseifung, sodaf eine 
Umkrystallisation nicht zweckmiabig ist. 
OA39L g Substanz gaben 0,0908 g Ag(Cl. ! 
Berechnet fiir C,,H,,Ag,O, : Gefunden : 
°') Ag 48,65 48,69 
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6) Das Baryum- und das Strontiumsalz verhalten sich 
ihnlich wie das Kalksalz; Magnesium- und Zinksulfat geben 
keine Fallung mit der wiisserigen Lésung des Ammonsalzes des 
Esters, wihrend Eisenchlorid einen gelbbraunen Niederschlag 
erzeugt. 

e) Schlieblich wurde noch das Ammoniakanlagerungspro- 
dukt an den Ester durch Einleiten des Gases in die iitherische 
Losung des letzteren dargestellt, es fiel dabei unter schwacher 
Wiirmeentwicklung!) sofort aus und stellte eine weibe, hygro- 
skopische Masse dar, die nach dem Trocknen im Vakuum bei 
der Stickstoffbestimmung folgenden Wert ergab: 

0.6235 g Substanz gaben 56,5 ccm N_ bei 6° und 730 mim B. 

Berechnet fiir C,)H3,0,,N,: Gefunden : 
% N 10,9 10,6 

Es hatten sich also vier Molektiie Ammoniak direkt an- 
gelagert. Der Zersetzungspunkt der Substanz wurde bei 105 
bis 108° legend gefunden. 

c) di: Verseifung des Esters. 

Durch dreistiindige Einwirkung von 40 ccm = 10°/oiger 
Schwefelsiiure bei Wasserbadtemperatur ging 1 g Ester in 
Lisung, wonach vollstiindige Verseifung eingetreten war,da Ather 
uach dem Erkalten 0,86 g reines Anhydrid C.,H,O, mit dem 
Schmelzpunkt 96° extrahierte. 


b. Der Athylester des Anhydrids der dreibasischen 
Himatinsdure C,H,,0, 


wurde ebensowenig wie das entsprechende Methylderivat im 
freien Zustande, sondern nur als Ammoniakanlagerungsprodukt 
erhalten, das auch hier zur Abtrennung von den Teilen des 
stergemisches dienen kann, die nicht nur nicht mit Soda, son- 
dern auch nicht mit Ammoniak reagieren. Leitet man in die 
getrocknete iitherische Losung des nach dem Ausschiitteln mit 
Sodalésung verbleibenden Estergemisches Ammoniak ein, so 
iritt auch hier nicht sofort, sondern erst nach lingerer Kin- 


'} Bei Anwendung von 2 g Substanz, gelést in 40 cem Ather, wurde 
cine Temperatursteigerung von 6° auf 15° beobachtet. 
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wirkung ein Niederschlag') ein, der allerdings nur dann in 
groberer Menge auftritt, wenn das Ausschiitteln mit der Sodu- 
losung nicht zu lange fortgesetzt worden war, da Ja, wie schon 
bemerkt, der Anhydridester durch Soda langsam gelOst) wird 

Kine Stickstoffbestimmung des Ammoniakanlagerungspro- 
duktes, das nach dem Absaugen, Auswaschen mit Ather und 
Trocknen im Vakuum eine weife Masse vorstellt, die sich 
unter dem Mikroskop als aus kleinen blittehen bestehend er- 
weist und einen Zersetzungspunkt von 105 —-110° zeigt, gal 


folgendes : 


O.3689 ¢ Substanz gaben 37 cem N bei 14° und 734 mm Bb. 
Berechnet fiir C,H,O;N, Gefunden : 
% N 11,38 11.39 


es waren also 2 Molekeln Ammoniak addiert worden. 

In Alkohol l6st sich der Koérper nur schwer, sehr leicht 
dagegen in Wasser: hierbei wird nun wiederum Wasser ad- 
diert und beim langsamen Eindunsten bei Zimmertemperatur 
krvstallisiert das Ammonsalz in farblosen glanzenden rhom- 
boedrischen Krystallen, die nicht hygroskopisch sind.  Silber- 
nitrat fiillt aus seiner L6sung das bereits beschriebene Silber- 
salz des Monoithylesters : 

Q.1616 2g Substanz (bei 80° getrocknet) gaben 0.1045 AgC! 
= 48,65°/o0 Ag (ber. 48,65). 

Wird die LoOsung aber im Vakuum iiber Schwefelsiiure 
eingetrocknet, so wird das aufgenommene Wasser wieder al- 
regeben, und man erhalt den stark hygroskopisehen Korper 


pD~S 
C,oH1,,O,N, zuriick : 
O15+0 ¢ Substanz gaben 0.2393 ¢ CO, und 0.0937 ¢ HO. 
Berechnet fiir C,j,H,O.N,: Gefunden: 
"io C 48,8 (8.14 
% H 7,3 78 


Kirst beim Erhitzen der wasserigen Loésung wird Aim- 
moniak abgegeben (vgl. S. 533). 

Die absolut alkoholische Lé6sung des Ammoniakanili- 
gerungsproduktes setzt sich mit einer alkoholischen Losung 
von Silbernitrat nicht zu einem unldslich ausfallenden Silber- 


Derselbe ist sehr voluminés. man arbeite daher in- gréfe 


Verdiinnung 








. ’ . si ; > wri 
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<alz um. woraus man vielleicht folzgern kénnte, dab die zwei 
Ammoniakmolekein doch nicht in der Weise angelagert wer- 
den, wie Seite 520 erdrtert, also unter Bildung des Ammonium- 
salzes eines Siureamids, sondern dah sich die Anhydridgruppe 
zunichst nur lose mit dem Ammoniak verkniipft. 


C. Der Diaéthvlester der dreibasischen Hiimatinsiiure 

1 COOC,H 

C,H. = HC, 0 2COOH 

‘3 COOC LH, 

Sp. 15 mm 179, 180°. 

Nach Versuchen von F. Lacout 
entsteht dann in grofter Menge, wenn bei der nach der Vor- 
schrift, wie sie Seite 521 beschrieben, bewirkten Veresterung 
der Hiimatinsiiure C.H.O. nicht fiinf, sondern zehn Stunden 
am Riiekflubkiihler gekocht wird. Bei einem Versuche mit 30 ¢ 
CHO, wurden dann nach Abtrennung der sauren Anteile und des 
Anhydridesters, deren Menge 16,8 resp. ca. 4.5 g betrug, 12,3 Di- 
iithylester erhalten, das sind 36,6" 5 des Estergemisches. Zur 
Reinigung wurde der nach Abdestillation des Athers erhaltene 
Riickstand der fraktionierten Destillation bei 15 mm Druck unter- 
worfen, wobei die Hauptmenge zwischen 179—182° tiberde- 
stilierte (Badtemperatur 210°). Aus zwei Versuchen herstam- 
mende 13.8 ¢ lieferten dann bei einer zweiten Fraktionlerung 
13g mt dem konstanten Siedepunkt 179—180°. Die Analyse 
ergab, daB nicht, wie erwartet, der Triathylester, sondern ein 
Diiithylester vorlag. 
O.180 g Substanz gaben 0,368 ¢ CO, und 0,110 g H,O. 


0,185 >» >» OB782> » » OLIB> » 
Berechnet fiir: Grefunden: 
C,4H,,0, C,.H,,9, 
% C 58.7 59,8 59,75 D9.7) 
% H 7,73 7.0 6.8 6.8 


Die Molekulargewichtsbestimmung wurde nach Beck- 
manns Siedemethode ausgefiihrt: ¢ — 21. 


Ather Substanz A Gef. M.-G. Jerechnet 
(3 g 0.1395 0.1 206 258 
0.3720 ().24 251 
0.6455 0.43 245 
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In der Tat lag noch ein saurer Ester vor, wie die Re- 
aktion der LOsung in absolutem Alkohol ergab, und die Tit- 
ration bestiétigte das Vorhandensein einer einbasischen Siure 


Ciai0.: 
0.5055 g Substanz verbrauchten 3,7 ccm '/e-n KOH. berechnet 3,9 ccm. 
0 2P6R5 » » » ] 8 » » ” » 2.0 » 


Doch ergab weder die mit Kaliumhydroxyd noch die mit 
Ammoniak neutralisierte alkoholische LOsung mit alkoholischer 
Silbernitratlbsung sofort einen Niederschlag, in beiden Fiillen 
hatte sich aber nach dreistiindigem Stehen eine geringe braune 
Fillung!) gebildet, und tiber Nacht entstand im Filtrat ein 
erheblicher, weiber Niederschlag, z. B. 0,227 g bei 0,621 ¢ 
Ester. Wie die Analyse ergab, lagen hier aber die Silbersalze 
des Monoiithylesters vor: 

0.1245 g Substanz gaben 0,080 g Ag(l. 


O1OL15 » > > 0.066 » > 
serechnet fiir C,,H,,Ag,O,: Gefunden: 
Xo Ag 48,65 48,3 48.9 


Demnach war also eine teilweise Verseifung eingetreten, 
wie denn tiberhaupt die Verseifung des Esters leicht bewerk- 
stelligt werden konnte, z. B. durch den Versuch, den Ester 
durch Sehiitteln mit verd. Natronlauge oder Ammoniak bei 
Zimmer-Temperatur in Lésung zu bringen, was immer langere 
Zeit erforderte, worauf aber nach dem Ansiiuern Ather Hiima- 
linsiiure extrahierte. 

Auch andere Salze lieben sich von diesem sauren Ester 
nicht herstellen; Brom zu addieren, gelang gleichfalls nicht. 

Was die Konstitution dieses Diathylesters betrifft, so 
bleibt fraglich, welche der beiden Carboxylgruppen 1 und 2 
nicht iithyliert wurde, anzunehmen ist aber, dal die Gruppe 3 
eines der beiden Alkyle enthielt. Wenn es  sterische Griinde 
sind, welche die Veresterung verhindern, so kame Gruppe 2 
in Betracht, denn sie kann, wie aus einem Modell hervorgeht, 
in einer bestimmten Lage, deren Fixierung allerdings durch 
nichts bedingt erscheint, auber der Carboxylgruppe 1 auch der 
dritten Carboxylgruppe so nahe zu stehen kommen, daf ihrer 


') Dieselbe enthielt 78,6°/o Ag. 
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Veresterung sich ein riiumliches Hindernis in den Weg stellen 
konnte. 


D. Der Triiithylester der dreibasischen Hiimatin- 
sdure C,,H,,0,. Sp. 19 mm 191° 


wurde von mir aus dem Silbersalz C,H,Ag,O, durch Umsetzung 
mit Jodiithyl in bekannter Weise erhalten. Von 9 g eines 
rohen Esters gingen dann bei der Reinigung durch fraktionierte 
Destillation bei 19 mm 7,5 g bei 191° als Glige, schwach gelb- 
lich gefirbte Fliissigkeit tiber. Unter Atmosphirendruck zer- 
setzte sich der Ester beim Erbitzen, so dai auch im Apparat 
von Siwoloboff nur konstatiert werden konnte, daf die Zer- 
setzung bereits bei 175° einsetzte, um bei 195° sehr stark zu 
werden. 

Bei der Analyse erhielt Herr Nicole nur einmal ziemlich 
gut stimmende Werte: 


0,2574 g Substanz gaben 0,557 g CO, und 0,1731 g HO. 


Berechnet fiir C,,H,,0,: Gefunden: 
99 ( 58.73 5901 
% H 7,75 7 D4 


Eine etwas spiiler ausgefiihrte Kontrollanalyse ergab be- 
reits abweichende Zahlen und zwei weitere Analysen schienen 
zu bestitigen, dal} der Ester bereits bei Zimmertemperatur eine 
Zersetzung erleide. 

Auch bei der Wiederholung der Darstellung durch drei- 
stiindiges Erhitzen des getrockneten Silbersalzes aus 7,5 g 
C.H,0, mit einer Losung der berechneten Menge Jodiithyl in 
benzol am Riickflubkiihler erhielt Herr Nicole recht schlechte 
Ausbeuten; es gingen bei der Fraktionierung unter 15 mm Druck 
nur 5,8 g Ester zwischen 185—191 itiber, wihrend die theo- 
retische Ausbeute gerade die doppelte Menge betriigt, und zu- 
dem bewies das unscharfe Sieden, dafi ein Gemisch vorlag, 
was noch dadurch bestiitigt wurde, dab basische I liissigkeiten 
der atherischen LOsung des Esters einen Teil der organischen 
Substanz entzogen. Das, was jetzt nicht weggenommen worden 
war, gab aber bei einer Analyse wieder auf den Triiithylester 


stimmend Werte: 
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0.1930 ¢ Substanz gaben 0.4135 
und %o H. 

Aus den Resultaten geht also hervor, da sich der Tri- 
iithvlester aus dem Silbersalz darstellen lat, doch ist die 
['msetzung keine glatte,!) und zudem zersetzt er sich all- 
miihlich schon bei Zimmertemperatur. Hiermit  stimmt = gul 
iiberein, dab sich der neutrale Ester bei der Veresterung dure), 
Alkohol und Salzsiiure iiberhaupt nicht bildet. 


g CO, und 0.1329 g H,O = 58.43% 0 C 
7,7 


2 


Abschnitt IV. 
Der Methylester des Imids der dreibasischen 
Hiimatinsédure 
CoH,,0,.N == H,C,7-c07 84 
NCOOCH,. 
Fp. 64°. 

A. Kine Methylierung des Imids der dreibasischen Hiitmia- 
tinsiiure habe ich bereits beschrieben.2) Es geschah die Dar- 
stellung des Esters aus dem Silbersalz CsH,Ag,0,N, um darch 
die bei der Verseifung des erhaltenen Esters erhoffte Abspaltung 
von Methylamin den Nachweis zu bringen, dab das eine Metall- 
atom den Wasserstoff des Imidstickstoffs ersetze. Der Versuch 
lieferte aber ein Gemisch von Ammoniak und Methylamin, so 
dali in dem erhaltenen Ester nicht das reine Dimethylderivai 
vorgelegen haben konnte. Bei spiiteren Versuchen bin ich in 
dieser Beziehung nicht gliicklicher gewesen, als Beleg  fiihre 
ich die Analysen zweier Priiparate an: 

0.2432 ¢ Substanz (105° getr.) gaben 0.4933 g¢ CO, und 0,143) g H,O 

O97 » » (1059 » ) » OB99B» >» » 01129 » 

55.32 und 55.28% C und 6,53 und 6,37 °/o H, 

Werte, die in der Mitte zwischen denen, welche sich ftir den 
Mono- und denen, welche sich fiir den Dimethylester berechnen. 
liegen. Auch Herr Dr. Mezger erhielt, als er das_ trockene 
Silbersalz mit Jodmethyl, in Methylalkohol geldst, schitttelte. 
wobei unter lebhafter Erwiirmung Reaktion eintrat, und dani 


‘) Ahnliche Erfahrungen machten wir bei der Veresterung des Silber- 
salzes C.H,Ag,O.N. vgl. Seite 533. 
*) Liebigs Ann. der Chemie, Bd. CCCXY, S. 193. 
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noch vier Stunden im Sehiittelapparat einwirken lieb, nur ein 
Estergemisech.!) Er versuchte dann eine Trennung der Bestand- 
teile durch fraktionierte Destillation unter vermindertem Druck 
zu erreichen, wobei ein Hauptanteil bei etwa 160° tiberging. 
wihrend der ziemlich betriichtliche Rest oberhalb aieser Tem- 
peratur Zersetzung erlitt. Die erste Fraktion schied in’ der 
Kiilte sehr bald schéne, nadelférmige Krystalle ab, die zur 
Reinigung auf einen Tonteller gestrichen wurden und sich aus 
siedendem Wasser umkrystallisieren lieben. [hr Schmelzpunkt 
lag bei 64°: wie die Analyse bewies, lag der reine Methylester 
vor. (Prap. 1.) 

0,1985 g¢ Substanz gaben 0.8973 g CO, und 0,1052 ¢ H,0. 

Es wire also nicht unmoéglich, dai in den hier leider 
durch Zersetzung verloren gegangenen Anteilen das Dimetyl- 
derivat sich befand, die Bedingungen fiir sein Entstehen waren 
hier wenigstens die giinstigeren, da ich bei Versuchen, das 
Silbersalz unter Druck bei héherer Temperatur zu verestern, 
nur den Monomethylester erhielt. 

Zur Verwendung kam = ein Silbersalz mit 54,5°/0 Ag 
(ber. 54,4): 5 ¢ desselben wurden 6 Stunden lang mit einer 
Losung von 15 g Jodmethyl in Benzol im Rohr auf Wasser- 
badtemperatur erhitzt, die Ausbeute an Ester betrug 2,5 g, zur 
Reinigung wurde das Rohprodukt in iitherischer Lo6sung mit 
einer Sodalésung ausgeschiittelt (Priip. II). *) 

0.2855 ¢ Substanz im Vakuum getrocknet gaben 0.5725 g CO, 

und 0.1575 g H,O. 


0.2010 ¢ Substanz im Vakuuin getrocknet gaben 0,4037 g CO, 
und 0,1075 g H,O. 


0,223 g Substanz bei 110° getrocknet gaben 06,4472 ¢ CO, 
und 0,1233 g H,O. 
Das Priiparat, im August 1900 dargestellt, wurde Ende 
Miirz 1901 krystallisiert aufgefunden und durch Aufstreichen 
auf Ton und Umkrystallisation aus Chloroform gereinigt 


(Priip. Ila). 


1) Die bei der Verseifung erhaltene Base gab ein Platindoppelsalz 
mit 42,64°/o0 Pt (0.1665 g Substanz gaben 0,071 g Pt. 
*) Bei der Verseifung gab das Priiparat natirlich nur Ammoniak. 
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0.1608 g Substanz im Vakuum getrocknet gaben 0,3234 g CO,. 
Q,3228 g >» 


QO.1607 » > > > > > 
und 0,0877 g H,O. 
Berechnet fiir: Gefunden : 
C,,H,,0,N C,H,,0,N I. Il. Ila. 
%0 C 56,87 D482 d+4.58 D446 54,78 34,69 D4ERD D478 
%H 616 5.63 5.8 6.13 3594 614 6.06 


B. Auf einfachere Weise liibt sich der Methvylester des 
Imids der dreibasischen Himatinsiure gewinnen, wenn man 
vom Methylester der Siiture C,H,,O, oder deren Anhydrid aus- 
geht. Wie auf Seite 518 und 519 beschrieben wurde, lagern beide 
Kérper Ammoniak an, dabei Produkte der Formel C,H,,O,N, 
resp. CoH,,O,N, gebend. Wahrend nun das Anlagerungsprodukt 
von Ammoniak an das Anhydrid der dreibasischen Himatin- 
siiure beim Erhitzen die beiden aufgenommenen Ammoniak- 
molekeln wieder abspaltet, verhalten sich die Ester, wie Herr 
Nicole zuerst beim Athylester beobachtete, insofern verschieden, 
als sie bei der Destillation neben Wasser nur eine Molekel 
Ammoniak abgeben und in Ester des Imids der dreibasischen 
Hiimatinsiure tibergehen. 

a) Das Ammoniakanlagerungsprodukt an den sauren Ester 
CH,,0, wurde im Paraffinbade so lange erhitzt, bis eine Am- 
moniakentwickelung nicht mehr bemerkbar war, worauf das 
geschmolzene Salz bei vermindertem Druck der Destillation 
unterworfen wurde. Hierbei ging bei 10 mm Druck zwischen 
170-—172° ein farbloses, ziihfliissiges Ol tiber (Badtemperatur 
200—210°), das nach liingerem Stehen anfing zu krystallisieren 
(Priip. I). Ganz ebenso verhielt sich das Anlangerungsprodukt 
von Ammoniak an den Anhydridester C,H,,O, (Priip. Il). 

Analysen. 
1. 0.1938 g¢ Substanz gaben 0,389 g CO, und 0,0943 g H,O. 


0,210 » > >» 12.75 ccm N bei 14° und 734 mm B. 
Il. O.2785 » > >» 0,556 g CO, und 0,1355 g H,O. 
0340 » > >» 21 ccm N bei 11° und 738 mm B. 
Berechnet fir: Gefunden: 
C,H, ,O,N 1. Il. 
%o CG 54,82 D4,7 44 
°%9 H 5,63 D4 D4 


% N 7,1 6.9 7,1 
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Die Verseifung dieses Esters zum Imid der Hiimatinsiiure 
wurde hier nicht ausgeftihrt, da das Resultat nach dem Aus- 
fall der Reaktion beim entsprechenden Athylester (vgl. Seite 535) 
nicht zweifelhaft war. 


V. Abschnitt. 


Der Athylester des Imids der dreibasischen Himatin- 
sdure C,,H,,0,N. 


Sp. 10mm 195°. Sp. 12 mm 198°. Sp. 16 mm 205". 


A. Aus dem Silbersalz C,H,Ag,O,N (vgl. Seite 513 und 
die Anm. Seite 530) wurden nach der Einwirkung von Athyl- 
bromid, das in Benzol gelist war, selbst nach zweistiindigem 
Kochen am Riickflubkiihler nur unbedeutende Mengen von Ester 
erhalten, das Silbersalz war zum gros ten Teil unveriindert ge- 
blieben. Bessere Ausbeuten erzielte Herr Lacour bei Ver- 
wendung des Silbersalzes C,H,Ag,O,N und zwar aus 4,3 ¢ Salz 
1.9 g rohen und 1,6 ¢ gereinigten Ester. Er wurde als dick- 
fliissiges Ol erhalten, das keine Neigung zur Krystallisation 
zeigte; bei dem Versuch, den Siedepunkt nach Siwoloboffs 
Methode zu bestimmen, zersetzte es sich. 

Analyse. 


0.2142 g Substanz gaben 0,446 g CO, und 0,1205 ¢ H,0O. 


Berechnet fiir C,,H,,O,N: Gefunden: 
°'o C 56,8 56,7 
%. H 6,1 6.2 


Ks hatte sich also auch hier, dem Resultat bei der Methy- 
lierung entsprechend, nur das Monoiithylderivat gebildet. 

B. Bei der Destillation des Anlagerungsproduktes von 2 
Molekeln Ammoniak an den Ester des Anhydrids (vgl. Seite 526) 
(49H,,0;N, bei vermindertem Druck trat zunichst Abspaltung 
von Ammoniak ein, dann ging bei 12 mm Druck (Badtempe- 
ratur 250—260°) zwischen 197—199° ein ziihes, gelbes Ol 
liber, das sich als noch Stickstoff enthaltend erwies. Bei einem 
Versuch wurden von Herrn Lacour 4,3 g erhalten. (Priip. 1). 

Herr Nicole beobachtete bei 10 mm Druck den Siede- 
punkt 195° (Prap. Il). 
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Analysen. 


| 0.172 g Substanz gaben 0,3542 g CO, und 0,0968 g H,0. 


O185 >» » 10,82 ecm hei 10° und 744 mm B. 
Il. O1526 » » 03143 ¢ CO, und 0,086 ¢ H,¢ 
O1310 >» » 73 cem N bet 12° und 750 mm B. 
serechnet ftir: Gefunden: 
Cot ON l. II. 
% C 568 56.5 96.5 
°%. H 6,1 6.5 6.35 
% N 6.6 6.8 6,52 


Es liegt also wiederum der Athylester des Imids CgH,0,N 
vor. Beim Schiitteln mit Ammoniak geht er allmiihlich in 
Losung, wobei ein kleiner Teil bis zum Anhydrid CgH,O. ver- 
seift werden kann: die im Vakuum abgedunstete Losung hinter- 
lift einen stark hygroskopischen Korper, der sich wieder als 
nach der Formel C,,H,,O,N, zusammengesetzt erwies, also 
identisch ist mit dem aus dem Anhydridester C,,H,,0, er- 
haltenen Additionsprodukt, was auch durch den Zersetzungs- 
punkt 104—106° bestiitigt wurde. 

Analyse. 


0.1695 ¢ Substanz ens _— g CO, und 0,1115 g HO. 


0.2335 > >4ecem N bet 14° und 735 mm B. 
Berechnet fiir kaa le: Gefunden: 
% 9 C 48,78 48,4 
%o H 731 73 
% N 11,36 11,3 


So geht der Kérper denn auch wieder bei der Umsetzung 
mit Silbernitrat in das neutrale Silbersalz des Monoiithylesters 
der stickstofffreien Hiimatinsiiure iiber: 0,23 g Ag-Salz gaben 
O.1487 Ag(l — 48,6 ber. 48,6 °/o Ag. 

Die Versuche, welche die Uberfiihrung des Esters der Hiima- 
tinstiure CJH,O, in den Ester des Imids der dreibasischen Himatin- 
siure, Sowle die Umkehrung des Vorganges betreffen und dami | 
eine glatte Darstellung der Hiimatinsiiuren aus einander gestatten. 
sind, wie schon erwiihnt, zuerst von Nicole ausgeftihrt worden. 

Er beobachtete zuniichst, daB das in Wasser losliche, in Ather 
unlisliche Anlagerungsprodukt von zwei Molekeln Ammoniak an 
den Athylester von C,H,O, beim Erhitzen in ein wasserunlés- 
liches Ol, das sich in Ather liste, tiberging, stellte auch fest. 
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daB das Ol bei héherer Temperatur, ohne den Stickstoff ganz 
zu -verlieren, fliichtiig war, bestimmte den = Stickstoffgehalt : 
0.0933 ¢ Substanz gaben 5.49 cem N bei 9° und 742 mm B 
6,79°%/o N, was fiir die Formel C,)H,,O,N (ber. 6,63%/0 N) 
sprach, und konnte sehlieblich die Vermutung, dab es sich um 
den Ester des Imids der dreibasischen Hiimatinsiiure handele, 
dadurch bestiitigen, dab er die Verseifung ausftihrte. Dazu 
wurden 1 ¢ des Ols mit 10cem 10 gewichtsprozentiger Schwefel- 
siiure auf dem Wasserbade eine halbe Stunde lang erwiirmt, 
bis eine klare Lo6sung erhalten wurde, die dann nach dem Er- 
kalten ausgeidthert wurde, wobei O,85 g C.HJO,N mit dem 
richtigen Schmelzpunkt 113 
C. Der Athylester des Imids der dreibasischen Hiimatin- 





114° gewonnen wurden. 


sdiure wurde schiieblich auf folzeendem Wege von Herrn Nicole 
gewonnen: 5g CH,O,N wurden in 25 g absolutem Alkohol ge- 
lost, 1.8 ¢ 33°/oiger Salzsiiure hinzugefiigt und die Losung fiinf 
Stunden auf dem Wasserbade am Riiekflubktihler erhitzt. Naech- 
dem alsdann der Alkohol zum grébten Teil abdestilliert worden 
war, wurde der [tiickstand mit dem fiinffachen Volumen Wasser 
versetzt. die LOsung dureh Pottasche neutralisiert und der ab- 
ves thiedene Ester in Ather aufgenommen. Der nach dem Trocknen 
der iitherischen Losung mittels Natriumsulfat und nach erfolgter 
Abdestillation des Athers verbleibende Riickstand wurde end- 
lich der fraktionierten Destillation unter vermindertem Druck 
unterworfen, wobei sich die Einheitlichkeit des Priparats zeigte, 
da unter 16mm Druck bei 205° 4.8 ¢ eines dickfliissigen gelb- 
lichen Oles iibergingen, d. h. fast die ganze vorhandene Menge. 

Dureh die schon angegebene Verseifungsart ging das QO! 
wieder in die Hiimatinsiiure CgH,O,N tiber. 


VI. Abschnitt. Die intramolekulare Kondensation der Ester der 
Hamatinsaure. 


(Nach Versuchen von F. Lacour.) 

Intramolekulare Kondensation bei den Estern der Hamatin- 
siiure zu erreichen, wurde bis jetzt nur mit Hilfe von Natrium- 
‘ithylat versucht, und zwar mufte der Ester C,,H,,0,,, der in 
erofter Menge vorlag, in erster Linie zu den Versuchen dienen. 
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Dus gewlinschte Resultat zu erhalten, gliickte nicht, denn in 
dem einen mit recht geringer Ausbeute krystallisiert gewonnenen 
Korper mit dem Schmelzpunkt 146° lag schon nach der Forme! 
zu urteilen: C,,H,,0,, — er war also unter Austritt von nur 
einer Molekel Alkohol entstanden — nur ein partielles Kon- 
densationsprodukt vor, und ein anderer Koérper, dessen em- 
pirische Zusammensetzung auf die Formel C,,H,,O,, weist, liel 
sich durch verdiinnte Schwefelsiiure wieder bis zur Hématin- 
siiure verseifen. Immerhin zeigen die Versuche, dali eine Kon- 
densation moglich ist, und so will ich eine kurze Beschreibung 


geben. 


A. Kondensationsprodukt A C,,H,,0,5, Fp. 146°. 


Zu dem aus 1,6 ¢ Na bereiteten Athylat, 1) das mit 20 com 
wasserfreiem Ather iiberschichtet war, wurden 8 g Ester in 
20 ccm Ather gelist tropfenweise und unter bestiindigem Schiitteln 
hinzugegeben, wobei eine heftige Einwirkung bis zum Schlut} 
beobachtet wurde. Das Natriumiithylat ging bis auf eine ge- 
ringe Menge in LOsung, vollstiindig lOste es sich beim nun fol- 
venden einstiindigen Erwiirmen auf dem Wasserbade, wobec 
die Farbe der Losung allmiihlich von gelb in rot tiberging und 
schlieBlich wieder eine starke Triibung auftrat. 

Nach zwolfstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur unter 
Luftabschlub war die ganze Masse erstarrt; unveriinderten Ester 
enthielt sie nicht mehr, da an Ather, mit dem sie wiederholt 
angericben- wurde, nichts mehr abgegeben wurde. 


', Durch wiederholte Destillation von absolutem Alkohol iiber Na- 
triumschnitzel wurde wasserfreier Alkohol gewonnen und durch Auflésen 
der berechneten Menge Natrium in der zehnfachen Menge des erhaltenen 
Alkohols, Abdestiliation der iiberschiissigen Anteile und Trocknen des 
Riickstandes bei 200° im Wasserstoffstrom wurde das Natriumiéthylat als 
schneeweifer, pordser Kuchen erhalten. 

Die hier verwendete Menge entspricht 4 Atomen Natrium auf ei 
Molekiil des Esters. 

Die Kinwirkung metallischen Natriums auf den in wasserfreiem 
Ather gelisten Ester fiihrte zu keiner Kondensation, 4/5 des Esters wurden 
zuriickerhalten, 4); war zu Hamatinséure verseift worden, vgl. Wis|l\- 
cenus, Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCOXLYVI, 8S. 315. 
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Das erhaltene Natriumsalz stellte ein hellgelbes, stark 
hygroskopisches Pulver vor, das sich leicht in Wasser mit al- 
kalischer Reaktion loste: Proben dieser Loésung gaben weder 
mit Erdalkalisalzen noch mit Kupfervitriol einen Niederschlag, 
auch nicht beim Erhitzen, Silbernitrat erzeugte aber eine Fiillung, 
die, wie die Analyse bewies, aus dem Silbersalz des Mono- 
iithylesters bestand, dann trat aber im Filtrat dieser Fiillung 
eine Reduktion ein. Es mubte also noch ein zweiter Koérper 
vorhanden sein, der durch Silbernitrat nicht gefiillt wurde, da- 
gegen dieses Salz reduzierte. 

Nun gelang es in der Tat, die nach dem Ansiiuern der 
Losung des Natriumsalzes mit Schwefelsiiure in den Ather iiber- 
gehenden Bestandteile zu trennen. Der Atherriickstand, 6.5 g, 
bestand niimlich aus einem Ol, das nach kurzem Stehen mit 
Krystallen durchsetzt erschien, deren Form an die des isliin- 
dischen Mooses erinnerte. Sie konnten von dem Ol, in dem 
sie eingebettet waren, durch verdiinnten Alkohol, der nur das 
Ol léste, abgetrennt werden, zeigten den Schmelzpunkt 146—147 ° 
und gaben bei der Analyse folgende Werte: 


0.1322 g Substanz gaben 0,2636 g CO, und 0,060 g H,O. 


Berechnet fiir C,,H,,0,): Gefunden: 
%y C 54,5 54,58 
Yo H 5,0 5,04 


Demnach war der KOrper dadurch aus dem Ester C,,H,,0,, 
entstanden, dali eine Molekel Alkohol ausgetreten war. Er 
gleicht dem Ester einmal in den noch vorhandenen sauren 
Kigenschaften, er wird also aus seiner atherischen Losung durch 
Sodalésung herausgelOst!) und dann insofern als bei der Mo- 
lekulargewichtsbestimmung?) sich auch hier wieder Temperatur- 
erhdhungen ergaben, aus denen sich nur der halbe Wert der 
fiir die Formel berechneten Zahl ergibt. 


') Da der Kérper in Wasser recht schwer Jéslich ist, wiirde die 
Reinigung gréferer Mengen durch Lésen in Soda zu empfehlen sein, da 
auf Zusatz von Salzsiiure eine Ausscheidung der Séure in schénen Kry- 
stallen erfolgt. 

*) Sie wurde allerdings nicht mit analysenreiner Substanz ausgefiihrt. 
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Losungsmittel Ather, ¢« = 21. 
Ather Substanz A serechnet fiir C,.H,,0,, Gefunden 
POO O95 O05 576 21) 
O.197 O.] 207 


ber der Titration verbrauchten 0,019 g¢ Substanz OS cen, 
'joo-n-KOH, wiihrend sich fiir eine zweibasische Sdure C,.H,,0, , 
LO. cem berechnet, 

Die dureh Kalilauge neutralisierte LOsung wurde durch 
Chlorcalium nicht gefiillt, auch nicht beim Erhitzen. 

Der neue KOrper unterscheidet sich von dem Ester C,,H,,.0,, 
i) folgenden Punkten: 

!. Die mit Ammoniak neutralisierte L6sung gibt: 

a) mit isenehlorid eine Rotfirbung, keine Fiallung. 

b) mit Silbernitrat keine Fiillang: nach zwolfsttindigem 
Stehen ist Reduktion eingetreten. 

2. Durch das Ammoniakanlagerungsprodukt. 

Dasselbe fiillt beim Einleiten von trockenem Ammoniak 
in die absolut iitherische Losung des Korpers C,.H,,0,, sofort 
als ein fein pulveriger Niederschlag aus: das iitherische Filtrat 
hinterliBt nach dem Abdunsten des Athers keinen Riickstand. 
Der abliltrierte Niederschlag zeigte nach dem Troecknen im Va- 
kuum den Schmelzpunkt 116—117°, wobei starkes Aufschiumen 
erfolete. Leider war die Menge so gering, dafi nur eine Stickstofl- 
bestimmung auszefihrt werden konnte: 

O173 ¢ Substanz gaben 9.2 com N bei 14° und 743 mm B. 
Berechnet fiir CyH,,ON,: Gefunden: 

‘o N 6,51 6.1 
Das Anlagerungsprodukt enthiilt also nur zwei Molekeln 


Ammoniak, wiihrend der Ester deren vier aufnimmt. 
B. Kondensationsprodukt Bb: C,oH,,O0g¢. 
Sp. 14mm 175—178°. 

{. Kin anderes Kondensationsprodukt bildet| sich, wenn 
die Menge des Natriums gegentiber dem Ester vermehrt ist, 
es kamen auf die 1,6 ¢ Na entsprechende Menge Athylat 5 ¢ 
Ester in 20 cem Ather gelést zur Anwendung, das sind sechs 


Atome Natrium auf eine Molekel Ester. 
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Hier konnte trotz heftigen Schtittelns der bei diesem Ver- 
such nicht zerstoBene Natriumithylatkuchen nicht ganz in Lésung 
gebracht werden, vielmehr hatte sich nach zwolfstiindigem Stehen 
am Boden des Kolbens eine rotgelbe, feste Masse!) angesetzt, 
woritiber eine triibe, hellgelbe Fliissigkeit stand, die nach weiterem 
eintiigigem Stehen bei LuftabschluB erstarrt war. Nur diese 
letztere Masse loste sich auf Zusatz gréBerer Mengen Alkohols 
bei Zimmertemperatur teilweise auf, worauf die suspendierten 
Anteile filtriert werden konnten. Sie bestanden aus einem gelb- 
lichen, gallertartigen, daher nur schwer auswaschbaren Natrium- 
salz, das sich leicht in Wasser mit saurer Reaktion léste. Nach 
Zusatz von verdiinnter Schwefelsiiure konnte durch Ather ein 
Ol extrahiert werden, das keine Neigung zur Krystallisation 
zeigte. Aus 15 g Ester wurden hiervon 6,8 g erhalten, die bei 
der Destillation unter 14 mm Druck eine erste zwischen 175—178° 
iibergehende Fraktion (Badtemperatur 205°) und eine zweite 
zwischen 178—182° gaben, welche sich als aus Hiimatinséiure 
bestehend erwies. 

Die erste Fraktion konnte als ein Kondensationsprodukt 
betrachtet werden, da die mit Hilfe von Ammoniak neutralisierte 
Losung im Gegensatz zum Ester C,,H,,0,, mit EKisenchlorid eine 
intensive Rotfiirbung, aber keine Fiillung ergab. 

Auch die Analyse bestitigte diese Vermutung : 

0175 g Substanz gaben 0.355 g CO, und 0,069 g H,O. 


0.168 » > 0342 > » » 0,0625 g 
Berechnet fiir C,.H,,0.,: Gefunden: 

%o C 55,81 5d52 DdD,92 

%0 H 3,87 £38 tS 


Danach muften drei Molekeln des Esters C,,H,,O,, unter 
Austritt von sechs Molekeln Alkohol und einer Molekel Wasser 
zusammengetreten sein: 

3 Cy H,,0,, = 6 C,H,OH + H,O + Cy Hy Oy¢. 

2. Mit dieser komplexen Struktur stimmen denn auch die 
Analysen des Kalk- und des Silbersalzes leidlich zusammen. 

t) Aus dieser Masse konnte der im vorigen Abschnitt Il A be- 
schriebene Kérper C,,H,,0,, in geringer Menge gewonnen werden, da- 
neben fand sich Himatinsiiure vor; ein weiterer Teil des Esters war nur 
in seine Natriumverbindung iibergefiihrt worden. 
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a) Das Kalksalz bildet sich, wenn die sehr konzentrierte 
Losung des Ammonsalzes des Kondensationsproduktes mit Chlor- 
calciumlosung versetzt wird: es ist auch in kaltem Wasser leicht 
loslich und wurde zur Analyse mit Alkohol chlorfrei gewaschen: 


0.2035 ¢ Substanz gaben 0,098 g CaSO, 
O1OL » > > O.O495 » 


Berechnet fiir Cy.H,,Ca,O,, : Gefunden: 
Ny Ca 13.5 1418 142 
b) Silbernitrat fillt aus der wiisserigen LOsung des Ammon- 
salzes quantitativ cin weibes, flockiges Salz: 
O.1975 g Substanz gaben 0,128 g Ag] 


O.244 g > 0,157 » 


Berechnet fiir Cy H,,Ag,0,,: Gefunden: 
0 Ag 48,72 48,7 tS 4 

Zu bemerken ist, dal also durch Silber ein Atom Wasser- 
stoff mehr als durch Calcium vertretbar ist. 

3. Ber der Einwirkung von Ammoniak auf das Konden- 
sationsprodukt in absolut atherischer L6sung trat sofort eine 
Kiillune ein, welche die gesamte Menge desselben enthalt. Der 
Niederschlag war sehr hygroskopisch, seine wiisserige LOsung 
verlor beim Eindunsten auf dem Wasserbade Ammoniak und 
nach vollstiindigem Abdampfen des Wassers hinterblieb ein stick- 
stoffhaltiges Ol, das beim weiteren Erhitzen kein Ammoniak 
mehr verlor und in Wasser unldslich, in Ather aber leicht lés- 
lich war. 

Analvse. 

O179 ¢ Substanz im Vakuum getrocknet gaben 0.361 g CO, 

und 0,080 ¢ H,O. 
0.3185 ¢ Substanz im Vakuum getrocknet gaben 9.25 ecm N bei 8° 
und 743 min B. 


Berechnet fiir Cy JH,,O,.N,: Gefunden: 
°Fo Co D4,96 54,99 
% H 4,2 49 
lo N 2,67 3,4 


Demnach hatten sich zunichst wohl vier Molekeln Ammoniak 
addiert zu C,.H.,0,,.N,, welcher Kérper dann beim Erhitzen 
zwet Molekeln Ammoniak und auBerdem eine Molekel Wasse! 
verloren hatte. Zum Vergleich fiihre ich noch an, daB das 
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Ammoniakanlagerungsprodukt an den Ester C,,H,,0,,, welches 
sich nach der Formel C,,H,,0,,N, zusammengesetzt erwies (vgl. 
Seite 525), bei der Destillation unter vermindertem Druck Am- 
moniak und Wasser abspaltete und daf} dann unter 13 mm 
Druck bei 167—169° ein iitherlisliches O| iiberging, dessen 
empirische Zusammensetzung der Formel C,,H,,O,N, entspricht. 


0,249 g Substanz gaben 0,501 g CO, und 0,132 ¢g H,O. 


0.2107 » > >» 10,6 cem N bei 5° und 752 mm B. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N, : Gefunden: 
90 CG 54,54 54,8 
%) H 6,36 5,92 
%o N 6,36 6,08 


4. Wie nun die Vereinigung der drei Molekiile Ester zu- 
stande gekommen ist, welche Gruppen dabei beteilgt sind, ist 
aufzuklaren nicht gelungen. Jedenfalls lésen sich die bei der 
Kondensation entstandenen Bindungen verhiiltnismabig leicht 
wieder auf, indem sowohl ! 2-n-Kalilauge wie 10°/oige Schwefel- 
siiure bis zur Hiimatinsiiure verseifen. Doch tritt die Wirkung 
der letzteren langsamer ein wie beim Ester C,,H,,0,,, 1 g des- 
selben wurde durch 40 ecm 10°/oige Schwefelsiiure in 3 Stunden 
auf dem Wasserbade gelost, 0,468 g des Kondensationsproduktes 
von 20 cem derselben Séure bei derselben Temperatur erst in 
6 Stunden. 

c) Die Kondensation des Diithylesters, unter ihnlichen 
Bedingungen, wie sie bei Versuch 1 beschrieben sind, vorge- 
nommen, lieferte nur iiuberst geringe Mengen eines krystalli- 
sierten K6rpers, der im Aussehen an das Kondensationsprodukt A 
C,.H,,0,) erinnerte, aber den Schmelzpunkt 150 151° zeigte. 
Die groBte Menge des Esters war zum Monoiithvlester, ein 
weiterer Teil bis zur Hématinsiéiure verseift worden. 

d) Kine Kondensation des Monomethylesters konnte durch 
Natriummethylat nicht erreicht werden; nach zweistiindiger Kin- 
wirkung von aus 0.8 g Natrium bereiletem Methylat auf 5 g 
ster wurden 4.5 ¢ Ester wieder erhalten, daneben 0,3 ¢ Hiima- 
tinsdure, nach zweitiigiger Einwirkung war dagegen volistiindige 
Verseifung zur Hiimatinsiiure eingetreten. 

Natriumiithylat ergab ein Kondensationsprodukt auch aus 

36* 
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dem Methylester und zwar in Form eines Natriumsalzes, das 
in Ather etwas lislich war, also beim Behandeln der festen 
Masse, die nach vollendeter Reaktion erhalten worden war, mit 
einer groBen Menge Ather in Lésung ging und sich nach dem 
Verdunsten eines Teils desselben wieder abschied. Es war ein 
mit saurer Reaktion in Wasser lésliches, amorphes Pulver, dessen 
mit Schwefelsiiure angesiiuerte Lisung an Ather das Konden- 
sationsprodukt abgab. Nach Abdestillation des Athers krystalli- 
sierte der Riickstand teilweise und zwar wiederum in Formen, 
die an das Kondensationsprodukt C,,H,,0,) erinnerten. Die 
Krystalle konnten von der Mutterlauge durch verdiinnten Alkohol, 
in welchem nur diese léslich war, getrennt werden, ihr Schmelz- 
punkt lag bei 189°, ihre wiisserige Lésung reagierte sauer und 
gab nach der Neutralisation durch Ammoniak mit Kisenchlorid 
eine Rotfirbung, keine Fiallung, mit Silbernitrat dagegen einen 
voluminésen Niederschlag, der abgesaugt und ausgewaschen 
wurde. Nach dem Trocknen im Vacuum ergaben: 0,148 g Sub- 


stanz — 01324 CO, und 0,024 H,O, im Schiffchen  blieben 
0,077%4 g Ag.) 
Berechnet fiir CsH,Ag,0,: Gefunden: 
% C 241 24.4 
%o 1,5 1,8 
% Ag 542 52.2 4) 


Vielleicht liegt hier also wirklich das gesuchte Konden- 
sationsprodukt CyH.O, vor, entstanden aus dem Methylester durch 
Austritt von Methylalkohol: C,H,,O, — CH,OH = C,H,0O,, leider 
in so geringer Menge, da eine genauere Untersuchung unter- 
bleiben mute. Der Hauptanteil des Esters hatte sich auch hier 
der Einwirkung des Natriumiithylats entzogen, indem sich ledig- 
lich sein Natriumsalz gebildet hatte, ein anderer war bis zur 
Hiimatinsiure verseift worden. 

VII. Abschnitt. 
A. Die Anlagerung von Anilin an die Hiimatinséure C,H,O, 


habe ich bereits im Jahre 1898 mit Herrn K6lle zusammen 


') Bei der Herausnahme des Schiffchens wurde ein wenig Silber 
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studiert, die Versuche sind dann von Herrn Nicole und mir 
wiederholt und ergiinzt worden. 

Wird 1 ¢g C.H.O, in etwa 30 ¢ wasserfreiem Ather gelést 
und zu dieser Losung frisch destilliertes Anilin in einer Menge 
von 3g hinzugefiigt, so bildet sich bei Zimmertemperatur bald 
ein schleimiger Niederschlag, der sich aber beim schwachen 
Erwarmen wieder lost. Allméahlich féallt dann ein krystallinischer 
Korper aus, der fest am Boden des Gefiibes haftet, so da’ die 
iiberstehende iitherische Loésung klar abgegossen werden kann. 
Der abgesetzte Kuchen wurde dann auf ein Filter gebracht und 
mit wasserfreiem Ather nachgewaschen, die Ausbeute betrug 
etwa 50°/o von der verwendeten Hiimatinsiiure. Die Analyse 
der bei 86—-87° schmelzenden Krystalle, von denen zwei Prii- 
parate vorlagen, ergab die folgenden Werte: 


I. 0,185 g Substanz gaben 0,440 ¢ CO, und 0,105 g H,0. 


0,212 14.6 com N bei 12° und 730 mm B. 

O116 >» 8.0 » 2()° 736 

li. O,164 9 O389L ¢g CO, und 0.0908 g HO. 
O.1975 14.2 ccm N bei 17° und 733 mm Bb. 
Berechnet fur C,,H,,O,N,: Gefunden: 

l. II. 

( 64,86 64.86 64,7 

%) H 594 6.3 6.15 

% N 7,57 7,84 7,77 8.02 


Danach hat sich der Koérper durch Addition von zwei 

Molekiilen Anilin an die Hiimatinséiure gebildet: 
C,H,0, -+ 2C,H,NH, = C,,H,,0,N,. 

Durch Kochen mit Wasser erleidet nun dieser Korper 
eine Zersetzung, die zuniichst darin besteht, dali ein Molekiil 
Anilin wieder abgespalten wird. Herr K6lle erhielt niimlich 
aus der heifen wiisserigen Losung, die zur Abtrennung vom 
Anilin mittels eines Heifbwassertrichters filtriert worden war, 
beim Erkalten eine aus gliinzenden Schuppen bestehende Kry- 
stallmasse, deren Schmelzpunkt nach einer Umkrystallisation 
aus wenig heibem Wasser und nach dem Trocknen im Vakuum 
bei 110° lag. 

0,097 ¢ Substanz gaben 0,216 g CO, und 0.0487 ¢ H,0. 

0,208 » » 10,2 ecm N bei 22° und 733 mm B. 
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Berechnet fiir C,,H,,O;N: Gefunden: 
°'y C 60,64 60,73 
% H 541 5 D8 
%) N 3,05 53d 


Ich habe dieses Zwischenprodukt nicht wieder fassen 
kOnnen, auch Herr Nicole erhielt, als er 2 g des ersten K6rpers 
solange mit Wasser kochte, bis die ganze Menge in Losung 
gegangen war, aus den Filtraten sch6ne zu Rosetten sich ver- 
einigende Nadeln, deren Schmelzpunkt nach einmaliger Umkry- 
stallisation aus heiBem Wasser scharf bei 120° lag. Dieser in 
Ather leicht lésliche Kérper gab nun bei der Analyse folgende 
Zahlen : 


0,2074 g Substanz bei 110° getrocknet gaben 0,4931 g CO, und 0,0975 g H,O. 


0.1542 110° 0.3673 » 0,0710 » 
0.1420 110° , - TZeemN bei 13° und 732 mm B. 
0.059 110° 3 . 16° » 730 
Berechnet fiir C,,H,,O,N: Gefunden: 
yo C 64,77 64,84 64,96 
°fo H 5,02 5.38 5,11 
% N 540 5,61 0,69 


Danach war also noch eine Molekel Wasser ausgetreten 
und nach allem der ganze Vorgang, wie folgt, aufzufassen: 
Das Anlagerungsprodukt C,,H,,0,N, stellt das Monoalininsalz 
des Hiimatinsiureanilids vor, 

JO NH CoH 
= H,C,~ COO NH, C,H, 
| COOL 
der bei 110° schmelzende Kérper diirfte das durch Abspaltung 
des salzartig gebundenen Anilins entstandene Hématinsaure- 
anilid sein, 
CO NH C,H 
H.C. COOH 
Noon 
welches nun beim Kochen mit Wasser unter Abspaltung von 
Wasser das Hiimatinsiureanil gibt: 
pLO 
HC. CO 
‘COOH 


. NC,H, 


(Fp. 120°). 
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Die Ausbeute an dem ersten Anlagerungsprodukt, das sich 
als schwer in Ather lislich abgeschieden hatte, betrug aber, 
wie erwihnt, nur ca. 50°/o der verwendeten Hiimatinsiure, es 
mubte also die iitherische LOsung noch ein iitherlésliches Ad- 
ditionsprodukt enthalten, und ich vermute, dai in ihm das 
Dianilinsalz des Hiimatinsiiureanilids, 

/ CO NH CH, 

H,C,—COO NH, C,H, 

NCOO NH, 6.4, 
das sich durch Anlagerung von drei Molekeln gebildet hat, zu 
suchen ist. Wenigstens gab die itherische L6sung beim Aus- 
schiitteln mit Salzsiure einen Niederschleg, in welchem sowohl 
in Wasser wie in Ather schwer léslichen Kérper wohl Kolles 
Hamatinséureanilid vorliegen dtirfte. Durch Aufnahme in heiBem 
Wasser ging er wieder in das in Ather leicht lisliche Hiima- 
tinsiiureanil fiber (Fp. 120°). 


0.1449 g Substanz gaben 0,5452 ¢ CO, und 0,0703 g H,O. 
3erechnet fiir C,,H,,0,N: Gefunden: 
%% C 64,87 64,97 
"o H 95,02 5 44 


Die Mengen dieses Produktes entsprechen der noch feh- 
lenden Menge der verwendeten Hiimatinsiiure bis auf einige 
Zehntelgramme, die sich als nicht in die Reaktion eingetreten 
neben salzsaurem Anilin in der zum Aussehiitteln benutzten 
verdtinnten Salzsiure vorfanden. 

B. Ahnliche Resultate wie bei der Verwendung der Hi- 
matinsiiure C.H.O. erhielt Herr Lacour mit dem Monomethyl- 
ester C,H,,0, derselben: hier diirften sich zuniichst 2 Molekeln 
Anilin salzartig anlagern, bei 80° tritt aber Abspaltung von 
Anilin und Wasser ein, soda{i zuniichst der Methylester des 
Héimatinsiureanilids und dann der des Hiimatinsiiureanils sich 
bildet. 

3g Ester wurden in 30 g Benzol') gelést und die Losung 
nach Zugabe von 2,5 g frisch destillierten Anilins zwei Tage 


‘) Die Verwendung von Ather als Lésungsmittel erwies sich als 
unzweckmiifiig, wei! beim Kochpunkt desselben keine Wasserabspaltung 
zu erreichen war. 
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am Riickflubkiihler gekocht, worauf nach dem Erkalten eine 
Abscheidung von Wasser bemerkbar war. Die L6sung wurde 
nun mit Salzsiiure bis zur Entfernung des freien und salzartig 
gebundenen Anilins geschiittelt, wodurch auch 0,5 g durch Ver- 
seifung entstandene Hiimatinsiiure entfernt wurden. Nach Ab- 
destillation des Benzols hinterblieben 2.5 ¢ stickstoffhaltiges Ol, 
dessen alkoholische Loésung noch sauer reagierte. Der Rest des 
Ols wurde deshalb in Ather gelést und zur Abtrennung der 
sauren Anteile lingere Zeit troeckenes Ammoniak eingeleitet, 
wodurch ein dichter, weiber Niedersechlag eintrat, wihrend das 
Filtrat yon diesem nach Abdestillation des Athers drusenformig 
angeordnete Prismen hinterlie}. Beide Produkte wurden ana- 
lvsiert. 

Das Ammoniakanlagerungsprodukt stellte nach dem Trock- 
nen im Vakuum ein weibes, etwas hygroskopisches, amorphes 
Pulver dar, das sich bet 132—133° unter starkem Aufschiiumen 
zersetzte. 

0.1025 ¢ Substanz gaben 0.2185 g CO, und 0.0575 g H,0. 


(118 Yeom N bei 13° und 740 mm B. 
Berechnet fiir C,H, ,O.N,: (vefunden: 
"9 C 584 05, | 
H 644 6.2 
wy N 90 8.77 


Ks hatte sich also das Ammoniumsalz des Monomethyl- 
esters des Hiimatinsiiureanilids gebildet: 
700 NH, 
H.C.0 CO NH C,H 
COO CH, 
Die Prismen schmolzen nach 6fterem Umkrystallisieren 
aus Ather bei 47—-48°, die Ausbeute betrug 1,8 g; in ihnen 
lag der Monomethylester des Hamatinsiureanils vor: 
CO 
eu 
CAl.—oo 
COOCH, 
0.173 g Substanz gaben 0.4165 g CO, und 0,089 ¢ H,O. 


SNC, H, 


0.32 . > 13.2 cem N bei 15° und 752 mm B. 
Jerechnet fiir C,,H,,O,N: Gefunden: 
% C 65,9 69.6 
°fo H 5,4 D,7 
% N 3,1 17 
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Dieser Korper hatte sich ausschlieblich gebildet, als die 
benzolische LOsung von 2,5 g Ester mit 2,1 g Anilin drei Tage 
lang am Riiekflubkiihler gekoecht worden war. 

Durch Verseifen mit 10°,oiger Natronlauge entsteht daraus 
Hiimatinséure, 2°/oige Natronlauge oder 10°/oige Schwefelsiiure 
fiihren diesen Ester dagegen nur in das bereits beschriebene 
Anil der Hiimatinsiiure (Fp. 120°) tiber, falls man die Kinwir- 
kung auf dem Wasserbade nur bis zur vollstiindigen Losung 
der zuniichst zu einem schweren, gelben OL geschmolzenen Kry- 
stalle vor sich gehen 1léBt, was bei Anwendung von O,4 g und 
50 com 10°oiger Sehwefelsiiure allerdings erst nach einem 
Tage der Fall war. Dabei wird auch ein Drittel der Substanz 
vollkommen verseift, doch bleibt die Hiimatinséure in Losung, 
withrend sich das in kaltem Wasser fast unlésliche Anil nach 
dem Erkalten krystallisiert abgeschieden vorfindet. 

Ein Kondensationsversuch mit dem Ester des Anils in 
iitherischer LOsung unter Verwendung von Natriumiithylat fiihrte 
zu kemnem Resultat im gewtinsehten Sinne. 


Stuttgart. im Januar 1908. 











Uber die Gegenwart von Proteinsduren im Blute. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
J. Browinski. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow {Lemberg)). 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Januar 1908.) 


Um die Frage zu beantworten, ob die von Bondzynski und seinen 
Mitarbeitern ') im Harne von Menschen und von Hunden gefundenen und 
von Bondzynski, Dombrowski und Panek?®) besonders genau _be- 
schriebenen Proteinsiuren auch im Blute enthalten wiiren, wurde Pferde- 
blut darauf untersucht. Das Blut vom Pferde wurde deshalb fiir diese 
Untersuchung gewiéhlt, weil es von vornherein zu erwarten war, daf 
diese Siiuren, wenn iiberhaupt, dann vor allem im Serum enthalten waren 
und weil aus dem Pferdeblute das Serum infolge des raschen Absetzens 
der Blutkérperchen sich leicht gewinnen 1iaBt. 

Vorerst aber mufite der Pferdeharn auf die Gegenwart der Protein- 
siuren untersucht werden. 

Mit Hilfe der im = hiesigen Laboratorium fiir die Darstellung der 
genannten Siiuren aus dem Menschenharn ausgearbeiteten Methoden lief 
sich in der Tat feststellen, daf\ der Pferdeharn die stickstoff- und schwefel- 
haltigen Siiuren dieser Gruppe enthielt und zwar sowohl solche, welche 
mit Quecksilberacetat gefillt wurden, gegen Bleiessig dagegen sich negativ 
verhielfen und in Wasser leicht, in Alkohol dagegen unlésliche Baryum- 
salze gaben von der Eigenschaft des oxyproteinsauren und antoxyprotein- 
sauren Baryums, von denen das letztere auch mit Hilfe des Ehrlichschen 
Reagens erkannt werden konnte, als auch jene, welche aufer mit Queck- 
silberacetat mit Bleiessig fillbar waren und wie die Siiuren der Alloxy- 
proteinsiuregruppe sich verhielten. Unter diesen fehlte auch das Uro- 


chrom nicht. 


') Bondzynski und Gottlieb, Zentralblatt fiir med. Wissensch., 
Jg. 1897, Nr. 383. — Bondzyniski und Panek, Rozprawy Akadem)i 
Umiej, Bd. XLU, Ser. A., 8S. 424, und Berichte der Deutschen chem. 
Ges., 1902. 
Bondzytski, Dombrowski und Panek, Rozprawy Akademji 
Umie}, Bd. XLV, Ser. B.. und Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 5. 83. 
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Als nun die Gegenwart der Proteinsiuren im Pferdeharne aufer 
Zweifel gestelll worden war, wurde das Serum des Pferdeblutes einer 
Untersuchung in derselben Richtung unterworfen. Nach dem Ausfiillen 
der Eiweifistoffe durch Anséuern des verdiinnten Blutserums mit Essig- 
siure und Erwiirmen auf dem Wasserbade wurden mit Hilfe der bereits 
bekannten Methoden und Reagenzien in dem eiweilffreien Filtrate die 
stickstoff- und schwefelhaltigen Siuren beider genannten Gruppen gefunden. 

Von den erhaltenen Verbindungen, mit deren Darstellung in gréferer 
Menge ich eben beschaftigt bin, konnte vorliufig nur die mit Kupfer- 
acetat fillbare und zwar eben als Kupferoxydulsalz einer Analyse unter- 
worfen werden. Daf diese Verbindung mit dem von Dombrowski‘) 
beschriebenen Urochrom identisch war, liefS§ sich daraus schliefen, daf 
dieselbe nicht nur mit Kupferacetat, sondern auch mit Eisenchlorid 
Fillungen gab, dafs sie Eisenchlorid zum Eisenchloriir, sowie auch Jod- 
siiure zu Jodwasserstoff reduzierte, sowie auch dafs sie bei trockener 
Destillation mit Kalk Pyrrol reichlich abspalten lief. Diese Kupfer- 
verbindung, welche iibrigens noch nicht ganz rein war, enthie!t 7.5° N 
und 1,27°%0 S. 

Aus den betreffenden quantitativen Untersuchungen, welche eben- 
falls im Gange sind, lift sich schliefien, dafi die Menge der im Blut- 
serum der Pferde enthaltenen Proteinséuren jedenfalls nicht weniger als 
2.5 ¢ im Liter betriigt. 


') H. Dombrowski, Rozprawy Akademji Umiej, Bd. XLVI, Ser. B., 
und Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 188. 











Bemerkung zum Aufsatz des Herrn A. ten Doesschate: «Uber 
das Vorkommen von Milchsdure bei der Eklampsie>. 
(Diese Zeitschrift, Bd. LIV, 2. und 3. Heft.) 


Von 


Doc. Dr. Julius Donath, Oberarzt des St. Stephan-Spitals in Budapest. 


Der Redaktion zugegangen am 17. Januar 1908.) 


In diesem interessanten Aufsatze kommt der Autor zu dem Schluf 
(S. 168), im Gegensatz zu Prof. Zweifel und seinen Mitarbeitern, «daf 
bei der Eklampsie die Krampfe nicht durch Anhéufung von Milchsiiure 
verursacht werden, sondern umgekelhrt selber zu einer solchen Anhaufung 
Anlafi geben.» Dieses Ergebnis steht in vollkommener Ubereinstimmung 
mit meinen bereits vor Jahresfrist in 2 Arbeiten ver6ffentlichten Resul- 
taten. Schon der Titel der einen derselben: «Die angebliche ursach- 
liche Bedeutung der Fleischmilchséiure bei Eklampsie der 
Schwangeren» (Berliner klin. Wochenschr., 1907, Nr. 9) kennzeichnet 
meinen Standpunkt und es heift da unter anderm mit gesperrten Lettern: 
«Durch die heftige Muskelaktion, sei es bei der Eklampsie, sei es bei der 
Kpilepsie oder sonstigen Krampfen, wird in den Muskeln Fleischmilch- 
siiure gebildet, die, in das Blut tibertretend, zum iiberwiegenden Teil rasch 
vollstiindig oxydiert wird und von der nur ein kleiner Teil unverandert 
in den Harn iibertritt.» Ich bin daselbst aber auch weiter gegangen und 
habe bewiesen, dafi intravenése Injektionen enormer Mengen 
von neutralem milchsauren Natrium (1,0—1,5 g pro Kilo Hund) 
eutvertragen werden und keine Spur von Krimpfen erzeugen. 

Bei dieser Gelegenheit fand ich auch, dafs in der Cerebrospinal- 
fliissigkeit von Kranken, welche an genuiner Epilepsie leiden — 
Eklamptische habe ich nicht untersucht — in Mengen von ungefahr 
100 ccm Liquor Milchsiiure (mittels Lackmuspapier, Uffelmannschem 
Reagens, Zinksalz) nicht nachgewiesen werden kann. 

Die ausfiihrlichen Angaben finden sich in der im Marz 1907 er- 
schienenen, umfassenderen Arbeit: «Die bei der Auslésung des epilep- 
tischen Krampfanfalls beteiligten Substanzen» (Deutsche Zeitschrift fiir 
Nervenheilkunde, XXX1i. Bd.). 

Ich wiinschte in dieser Zeitschrift meine anderorts mitgeteilten 
Resultate bekannt zu geben, weil Herr A. ten Doesschate derselben 
keine Erwiihnung tut und sie ihm entgangen zu sein scheinen. 





| 
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